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AdMSCs: células Madre derivadas de tejido adiposo (del inglés "Adipose-derived 
stem cells"). 
AdMSCs-IFNβ: células madre derivadas de tejido adiposo modificadas 
genéticamente con el gen del interferón beta.  
Ag: antígeno 
ARNm: ácidoribonucleico mensajero 
BHE: barrera hematoencefálica. 
BM-MSC: célula madre derivada de médula ósea (del inglés "bound marrow- 
mesenchymal stem cell").  
Breg: células B reguladoras 
CEwp: lentivirus del VIH modificado y con el gen del eGFP insertado 
CIFNbwp: lentivirus del VIH modificado y con el gen del Interferón beta insertado  
CIS: síndrome clínicamente aislado (del inglés "clinically isolated syndrome"),  
Ck: citoquina 
CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
CP: crónica progresiva 
CPA: células presentadoras de aantígeno  
dNTP: desoxinucleótido fostato. 
dpa: días post-administración 
dpi: días post-inmunización 
EAE: encefalomielitis autoinmune experimental 
EBV: virus de epstein-barr 
eGFP: proteína verde fluorescente modificada (del inglés "enhanced green 
fluorescent protein"). 
EM: esclerosis múltiple 
FBS: suero fetal bovino (del inglés "fetal bovine serum") 
FT: factor de transcripción. 
GMP: buenas prácticas de producción (del inglés "good manufacturing practice") 
HERV: retrovirus endógenos humanos  
HLA: antígenos leucocitarios humanos (del inglés "human leukocyte antigen") 
hMSC: célula madre mesenquimal de humano (del inglés "human mesenchymal 
stem cell").  
IFNβ: interferón beta 
IL: interleuquina  
ip: intraperitoneal 
iPS: células madres pluripotentes inducidas 
iv: intravenoso 
K-W: kruskal-wallis  
LCR: líquido cefalorraquídeo 
MAG: glicoproteína asociada a mielina  (del inglés "myelin-associated 
glycoprotein") 
MBP: proteína básica de mielina (del inglés "myelin basic protein")  
MOBP: Proteína básica oligodendrocitaria asociada a mielina  (del inglés "myelin -
associated oligdendrocyte basic protein").  
MOG: glicoproteína oligodendrocítica de la mielina (del inglés "myelin 
oligodendrocyte glycoprotein) 
MSC: célula madre mesenquimal (del ingles "mesenchymal stem cell").  
M-W: mann-whitney  
NK: natural killer  
OL: oligodendrocito 
OPC: célula precursora de oligodendrocito (del inglés "oligodendrocyte precursor 
cell") 
OPN: osteopontina 
OSP: Proteína específcia de oligodendrocito  (del inglés "oligodendrocyte -specific 
protein") 
p: pase 
PB: tampón fosfato 
PBS: tampón fosfato salino 
PLP: proteína proteolipídica  (del inglés "myelin proteol ipid protein")  
PP: primaria progresiva 
PR: progresiva recurrente 
RCT: receptor de células T 
RM: resonancia magnética 
RR: remitente-recurrente 
SBAN: sustancia blanca de apariencia normal 
sc: subcutánea 
SC: score clínico 
SE: error estándar 
se: promotor sffv más gen eGFP 
SEM: error estándar de la media 
SI: sistema inmune 
SNC: sistema nervioso central. 
SNP: sistema nervioso periférico 
SP: secundaria progresiva 
T25/T75: frascos de cultivo de 25 y 75 cm2 respectivamente. 
Tª: temperatura 
TA: temperatura ambiente 
TGFβ: factor de crecimiento transformante beta 
 TNFα: factor de necrosis tumoral alpha 
Treg: linfocitos T reguladores  
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana 
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1. Definición de Esclerosis Múltiple. 
La Esclerosis Múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante e inflamatoria 
crónica, en la que la mielina del sistema nervioso central (SNC) es el órgano diana  
de un proceso presumiblemente autoinmune, y que se caracteriza por la 
existencia de fenómenos inflamatorios, la presencia de placas o lesiones de 
desmielinización en la sustancia blanca, pérdida de oligodendrocitos (OLs), 
degeneración axonal y gliosis, lo que conduce a la discapacidad neurológica del 
individuo.  
A pesar de haber pasado más de 100 años desde que autores como Carswell 
[1], Cruveilhier [2] y Charcot [3], entre otros, comenzaran a describir ciertos 
aspectos de la enfermedad, como sus características patológicas y clínicas, hoy en 
día su etiología sigue siendo aún desconocida. 
2. Breve historia de la enfermedad. 
Durante siglos, cualquier enfermedad neuropatológica que desembocase en 
discapacidad o cualquier episodio de deterioro o trastorno neurológico 
progresivo caracterizado por deficiencia motora de un individuo, eran 
considerados de forma genérica como casos de "paraplejia" [4].  
A mediados del siglo XIX, esta tendencia de pensamiento comienza a cambiar 
cuando autores como Robert Carswell (1838) y Jean Cruveilhier (1841) llevaron a 
cabo las primeras descripciones anatomopatológicas ilustrativas de una serie de 
lesiones, formadas por placas diseminadas, causadas por una enfermedad que 
empezaba a tener entidad propia, la EM [5-6]. Pero no fue hasta 1868 cuando el 
neurólogo Jean-Martín Charcot realizó una gran aportación a la neurología tras 
llevar a cabo una descripción clínica y evolutiva más detallada de la enfermedad. 
Charcot, considerado el padre de la neurología moderna, fue el primero en 
realizar correlaciones clinicopatológicas y clínicoanatómicas post mortem de 
pacientes agrupados por manifestaciones neurológicas similares, implantando por 
primera vez el concepto de "esclerosis en placas" o "esclerosis diseminada" como 
una enfermedad individualizada que hace referencia a sus hallazgos 
anatomoclínicos [7]. Dicho término fue aceptado por toda la comunidad de 
doctores anglo parlantes hasta que en 1878, el americano Edward Seguin 




introdujo por primera vez el término de "Esclerosis Múltiple", que sería 
finalmente el más aceptado al hacer referencia tanto a la presencia de múltiples 
lesiones en el SNC como a los múltiples episodios de disfunción neurológica.  
Los progresivos avances tanto en medicina como en el entendimiento de la 
EM durante la segunda mitad del siglo XX, se vieron impulsados gracias al 
desarrollo de nuevas tecnologías, como fue el caso de las técnicas de imagen por 
resonancia magnética (RM), introducidas por Ian Young en 1981, que permitió por 
primera vez la visualización de la actividad de la enfermedad en un cerebro vivo  
y, por tanto, una evaluación más acertada y objetiva de la respuesta a nuevas 
terapias [8]. 
3. Epidemiología y Etiología de la EM. 
La EM es la enfermedad neurológica crónica más frecuente en adultos 
jóvenes (entre 25-35 años), que afecta preferentemente a mujeres (60% mujeres 
vs 40% hombres), y que constituye la segunda causa de discapacidad en esta 
misma población en países desarrollados.  
La epidemiología ha sido ampliamente estudiada desde que, en 1964, Kurtzke 
describiera por primera vez una serie de patrones geográficos de distribución de 
la enfermedad en función de los datos de prevalencia que existían hasta el 
momento, a partir de los cuales determinó zonas de riesgo alto (>30 
casos/100.000 habitantes), riesgo medio (de 5 a 25 casos) y de riesgo bajo ( <5 
casos). De tal forma que, según sus investigaciones, existiría un gradiente positivo 
de la enfermedad conforme nos alejamos del ecuador, sugiriendo que el riesgo 
era mayor en personas blancas de origen nórdico, en latitudes templadas, y en 
países de alto nivel socio-económico [9].  
Sin embargo, con el paso de los años, este gradiente basado en la latitud 
descrito por Kurtzke parece ser menos pronunciado de lo que parecía 
inicialmente, detectándose grandes variaciones que han propiciado una pérdida 
del concepto de gradiente latitudinal norte-sur, sobre todo en Europa y Norte 
América [10]. Estas variaciones podrían deberse a la escasez de información y 
datos clínicos de la época o a una variación geográfica real de la prevalencia a lo 
largo del tiempo [11], provocada por un aumento de la supervivencia de los 





en estratos socio-económicos similares, y la adquisición de nuevos hábitos y 
ritmo de vida actuales, sobre todo en mujeres. 
La recopilación de nuevos datos genera un incremento en los rangos de 
prevalencia de la EM en todo el mundo, modificando las distribución geográfic a y 
los valores propuestos para las zonas de alto riesgo (> 100), correspondientes a 
países escandinavos, Reino Unido, Alemania y Canadá; las zonas de riesgo medio 
(50-100), que corresponden a Estados Unidos, la mayor parte de Europa [12], 
Australia y Nueva Zelanda, y las zonas de bajo riesgo (< 50), que corresponden a 
países como Asia, Arabia Saudí, centro y sudamérica y África [13-15]. El riesgo 
asociado a la Península Ibérica se ha visto incrementado desde los años 80, 
pasando de ser una zona de riesgo medio-bajo a una de riesgo medio (72-77 
casos/100.000 habitantes) [12,16]. Este aumento queda registrado en estudios 
realizados en distintas regiones de país: en la zona norte, en las regiones de 
Valladolid y Cataluña [17-18]; en la zona este, en la región de Teruel [19]; en el 
centro de la península, en el área de Móstoles [20]; Valencia[21]; en la zona sur, 
en el área de Málaga [22] y Vélez Málaga [23] y en las islas Canarias [24]. 
El análisis de estos nuevos valores de prevalencia aporta nuevos datos sobre 
la posible etiología de la EM, otorgando un papel más importante a factores 
genéticos y ambientales de la zona geográfica:  
 Factores genéticos. Esta hipótesis defiende que la presencia de determinados 
genotipos en un individuo, aportaría una mayor susceptibilidad a desarrollar EM, 
estando incluso implicados en las variaciones de la gravedad y curso clínico que 
ésta sigue. Los estudios genéticos han evidenciado que existe una fuerte 
asociación entre el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y la EM, 
siendo determinados haplotipos de los alelos HLA-DRB1 y HLA-DQB1  (HLA, del 
inglés "human leucocyte antigen") los que confieren un mayor porcentaje de 
riesgo a determinadas poblaciones [25-27], especialmente el haplotipo 
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 [25,28-29]. Además del HLA, se han 
identificado una serie de genes relacionados con un mayor riesgo de contraer la 
enfermedad, como son el receptor alpha de la interleuquina 2 (IL2RA), receptor 
de la interleuquina 7 (IL7R), proteína ribosomal L5(RPL5), cluster de diferenciación 
58 (CD58) , Lectina tipo-C 16A (CLEC16A) y sitio de integración viral ecotrópico 5 
(EVI5) [30] o factor 5 regulador de IFN (IRF5, del inglés "interferon regulatory 




factor 5") [31]. El grado de parentesco y el acervo génico de las distintas etnias o 
razas también aparecen como factores de susceptibilidad a desarrollar la EM [11].  
 Factores ambientales: Los factores ambientales que influyen en la etiología de 
la enfermedad son aún desconocidos, pero se han estudiado algunos que podrían 
estar más estrechamente relacionados con el riesgo de padecer la enfermedad: 
- Factores infecciosos: la hipótesis de un origen infeccioso de la EM 
(reactivación de retrovirus endógenos (HERV) e infección con virus de Epstein -
Barr (EBV) [32] en edades tempranas), se apoya en la observación de una 
mayor incidencia en individuos que portan en su genoma parte del material 
genético vírico con el que fue infectado [33].   
- Factores climáticos: tales como la contaminación, la temperatura, la humedad 
y las precipitaciones. Además, un déficit en la producción de vitamina D [34-
37], provocada por una baja exposición a la luz solar [33], propio de países de 
latitudes altas, es otro de los factores importantes que confiere un mayor 
riesgo de padecer la enfermedad.  
- La dieta [38] y el estilo de vida también pueden ser considerados factores de 
riesgo [39], ya que parecen actuar sobre la modulación de las vías metabólicas 
e inflamatorias y en la composición de la microbiota intestinal, contribuyendo 
a la mejora o exacerbación de la EM. En este contexto, algunos autores 
defienden la denominada “hipótesis de la higiene” [40-41], según la cual un 
exceso de higiene durante la infancia provocaría una ausencia de infecciones 
durante este periodo de crecimiento y desarrollo, dando lugar a una 
interrupción del equilibrio natural que los linfocitos T reguladores (Treg) 
ejercen sobre las vías pro y antiinflamatorias, aumentando de esta forma el 
riesgo de sufrir reacciones autoinmunes.  
- Otros factores: ciertos hábitos como el consumo de tabaco [42-43], la 
exposición a la luz ultravioleta [44-45] o el paso de una vida rural a urbana 
[46], también se ha relacionado con la susceptibilidad a padecer la 
enfermedad. 
Los factores genéticos y ambientales no actúan de forma independiente en 





papel fundamental en la mayor o menor susceptibilidad a desarrollar la 
enfermedad, haciendo que la etiología de la EM sea aún más difícil de determinar 
[47]. 
4. Anatomía Patológica. 
La EM se caracteriza por la aparición de pequeñas lesiones escleróticas, 
denominadas placas, correspondientes a pequeños focos de desmielinización del 
SNC, acompañado de daño axonal variable (Figura 1) [48]. Se localizan 
preferentemente en las regiones yuxtacortical y periventricular de la materia 
blanca, aunque se pueden distribuir en cualquier zona de la sustancia blanca y 
gris del SNC [49]. También se pueden localizar en los nervios ópticos, médula 
espinal subpial, bulbo raquídeo, cerebelo y tronco encefálico [50]. 
  










Figura 1. Placas de desmielinización en cerebro. Imágenes de RM en 
la que se observan lesiones en el SNC de un paciente con EM [48]. 
Las lesiones tienen un diámetro máximo de 1,5 cm, las que 
presentan un tamaño mayor son el resultado de la fusión de varias 
placas de desmielinización. 
 
 
En función del estadio en el que se encuentre la enfermedad se pueden 
encontrar distintos tipos de placas de desmielinización [51-53]: 
 Placa inicial aguda o desmielinizante activa: estas placas están formadas por 
lesiones focales con bordes (o periplaca) activos mal definidos. Suelen 
localizarse cerca de vasos sanguíneos, a través de los cuales se infiltra una 
elevada cantidad de células inflamatorias (principalmente linfocitos T, 
aunque también linfocitos B y macrófagos). Este ambiente proinflamatorio 
propicia la activación microglial, la producción de especies reactivas de 




oxígeno o nitrógeno y de anticuerpos (Acs) contra la mielina y la activación 
del sistema de complemento. En estas placas iniciales se observan 
fenómenos de desmielinización, pérdida de oligodendrocitos (OLs) y 
degeneración axonal en grado variable (dependiente de la inflamación en 
etapas tempranas), así como procesos de remielinización parcial, mediada 
por oligodendrocitos maduros. 
 Placa subaguda o desmielinizante crónico-activa: Se caracterizan por estar 
formadas por bordes bien definidos con abundantes infiltrados  
proinflamatorios, precursores de OLs y macrófagos cargados con los 
productos de la digestión de la mielina, donde se puede registrar cierta 
actividad remielinizante. En la zona central de la placa aparecen pocos 
infiltrados, un mayor grado de desmielinización y pérdida axonal y 
oligodendroglial. Las zonas perivasculares no presentan infiltrados aunque en 
el parénquima se pueden encontrar cantidades remanentes. 
 Placa crónica-inactiva o gliósica: son placas de mayor tamaño, generalmente 
como resultado de la confluencia con placas contiguas. Se caracterizan por 
presentar bordes inactivos, bien definidos, donde los infiltrados celulares 
están completamente ausentes. Estas lesiones presentan un alto grado de 
desmielinización y ausencia total de remielinización, tanto en el centro como 
en la periferia de la placa. Además, se observa una mayor degeneración 
axonal, muerte de OLs y la formación de una cicatriz por astrocitos en las 
zonas dañadas, dando lugar a lo que se denomina gliosis. Se suelen localizar 
en el nervio óptico, regiones periventriculares, tronco encefálico y médula 
espinal. 
Los fenómenos de remielinización aparecen frecuentemente en lesiones 
activas de la EM. En estas zonas se produce el reclutamiento de células 
precursoras de OLs (OPC, del inglés "oligodendrocyte precursor cell") y su 
posterior maduración a OLs maduros mielinizantes que dan lugar a la formación 
de finas vainas de mielina, visiblemente menos densa que la sustancia blanca de 
apariencia normal, y que forman estructuras denominadas placas sombreadas 
[50,54-55]. Estas placas remielinizadas son más vulnerables a sufrir una segunda 





En base al grado de desmielinización, localización y tamaño de las placas, 
pérdida de OLs y activación del complemento, existen cuatro patrones de 
desmielinización, responsables de la heterogeneidad inmunopatológica que se ve 
reflejada en cada paciente de EM [51,56-57]: 
 Patrón I y II: se dan procesos de desmielinización activa perivenular [58], con 
infiltrados inflamatorios de células T y macrófagos, con relativa preservación 
de los OLs y con remielinización concomitante. El patrón II es el más 
frecuente, diferenciándose por la desposición de inmunoglobulinas (Ig), 
preferentemente la IgG, y de complemento activado en las lesiones.  Ambos 
patrones están presentes en todas las formas clínicas de la enfermedad.  
 Patrón III: Presencia de infiltrados de células T y macrófagos, y áreas de 
desmielinización, aunque no de localización perivenular. Los procesos de 
remielinización son escasos o incluso ausentes. Se produce la degeneración 
de oligodendrocitos por apoptosis, en el borde activo de la lesión. El 
mecanismo patógeno subyacente en estas lesiones es similar al daño tisular 
por hipoxia. Presente en las formas agudas de la enfermedad. 
 Patrón IV: presente en pacientes con evolución clínica progresiva primaria, 
se dan los mismos procesos que en el anterior, aunque se caracteriza porque 
los OLs dañados no presentan los signos típicos de la apoptosis, las proteínas 
mielínicas están afectadas todas por igual y los procesos de remielinización 
están totalmente ausentes. 
5. Patogenia de la EM. 
La causa que origina la EM es desconocida. La hipótesis patogénica más 
aceptada es que sobre un individuo predispuesto genéticamente incidirían uno o 
varios factores de origen ambiental, que originarían una alteración en la 
respuesta inmune humoral y celular, activando células T CD4+ autorreactivas 
durante la infancia [59-61]. Tras un periodo de latencia de entre 10 y 20 años 
[60], estas células serían reactivadas en periferia por un factor sistémico o local, 
probablemente por un mecanismo de mimetismo molecular o por la acción de 
superantígenos, recuperando las células T CD4+ su potencial autoinmune [62]. 




La reactivación por mimetismo molecular  [63-64] podría ocurrir tras la 
presencia de algún agente infeccioso desconocido que compart iese epítopos con 
algún componente del SNC (probablemente de proteínas estructurales de la  
mielina), generando reactividad cruzada [62] e iniciando una respuesta 
autoinmune. Por otro lado, la presencia de superantígenos (proteínas capaces de 
activar los receptores celulares T de forma antígeno-independiente) supondría la 
unión inespecífica y la activación de células presentadoras de antígenos (CPA) que 
estimularían preferentemente a células T proinflamatorias, reactivándolas e 
iniciando la respuesta autoinmune [65-67]. Bajo estas circunstancias, las CPA  
aumentarían su eficiciencia y las células T supresoras perderían su papel 
regulador  [68]. 
Una vez activadas, estas células T CD4+ atravesarían selectivamente la 
barrera hematoencefálica (BHE) hacia el SNC, donde serían expuestas de nuevo al 
autoantígeno para el que son reactivas. En principio, todas las proteínas de la 
mielina, e incluso, algunas asociadas a ella, son antígenos (Ags) diana potenciales 
para las reacciones mediadas por células T CD4+. Entre estas están; la proteína 
básica de mielina (MBP), la glicoproteína oligodendrocítica de mielina (MOG), la 
proteína proteolipídica (PLP), la glicoproteína asociada a mielina (MAG), la 
proteína específica de oligodendrocitos (OSP) o la proteína básica 
oligodendrocitaria asociada a mielina (MOBP) [69]. Estos Ags son liberados al 
espacio extracelular, procesados por las CPA y expuestos a las T  CD4+, que 
iniciarían una reacción inflamatoria a nivel local que conducirían a los procesos 
característicos de esta enfermedad: desmielinización, destrucción de OLs y 
pérdida axonal [70]. 
Diversos estudios demuestran que los mecanismos patogénicos asociados 
con la EM varian en función del momento de la evolución clínica en el que se 
estudien. Aunque no se ha determinado si el proceso inflamatorio es anterior o 
posterior a la desmielinización, sí es evidente que la inflamación está presente 
desde las fases iniciales hasta las fases tardías de la enfermedad. En el inicio de la 
enfermedad se aprecia un predominio de infiltrados celulares proinflamatorios en 
el SNC, que provocan lesiones tanto a nivel de la sustancia blanca como en la gris, 
con procesos de desmielinización cortical. En las fases tardías predominan la 





   
(nódulos de microglía activa repartidos de forma difusa por todo el SNC) y el daño 
provocado por el estrés oxidativo y la excitotoxicidad. El grado de afectación del 
















Figura 2. Patogenia de la Esclerosis Múltiple.  Las células T reactivadas pasan del torrente 
sanguíneo al SNC a través de la barrera hematoencefálica , produciendo a su vez más factores 
que favorecen la activación de otras células proinflamatorias vía CMH clase I y clase II, 
amplificándose la acción proinflamatoria  y el daño a la mielina, oligodendrocitos y axones del 
SNC [73]. 
 
5.1. Respuesta inflamatoria en la EM. 
En la respuesta inflamatoria implicada en la patogenia de la EM intervienen 
tanto el SI adaptativo como del innato, donde tan importante es la función de 








5.1.1. Sistema inmune innato. 
Es la primera línea de defensa del organismo y su actividad se complementa 
con la ejercida por el SI adquirido. Está formado por células citotóxicas como las 
asesinas naturales (NK, del inglés "natural killer") y fagocíticas como las células 
dendríticas (CD), macrófagos o microglía que, tras ser activadas mediante 
reconocimiento antigénico inespecífico, contribuyen al mantenimiento de un 
ambiente inflamatorio. Por tanto, interviene en la patogenia de la EM 
potenciando el daño tisular y oligodendrocitario.   
Los macrófagos y la microglía son efectores clave en la respuesta inflamatoria 
y en las lesiones del SNC que ocurren en la EM. En estado activado, estas  células 
fagocíticas promueven la desmielinización y el daño tisular a través de la 
liberación de mediadores inflamatorios (H2O2, especies reactivas de oxígeno 
(ROS), proteasas, lipasas, citoquinas proinflamatorias) [74] que favorecen la 
activación de leucocitos y el reclutamiento de células proinflamatorias al SNC 
[75]. Además, son capaces de producir osteopontina, una molécula presente en 
las lesiones de la EM, que induce la síntesis de más cks proinflamatorias, favorece 
el reclutamiento de monocitos e inhibe la apoptosis de células T [76].  
Por otro lado, tanto macrófagos como microglía intervienen además en la 
reparación del tejido dañado mediante la eliminación de restos de mielina y la 
producción de factores neurotróficos [75,77]. 
La presencia de macrófagos en las áreas desmielinizadas es directamente 
proporcional al daño encontrado en el tejido y parece estar más implicada en 
procesos de inflamación y desmielinización, mientras que la microglía sufre una 
supresión de su metabolismo celular en el inicio de la enfermedad y su función se 
limita a eliminar los productos de la degradación proteica y la muerte celular en 
el SNC [78].  
5.1.2. Sistema inmune adaptativo. 
Se activa mediante dos vías:  
A) Respuesta celular: 
En condiciones normales en individuos sanos, los linfocitos con potencial 





debido a que no se encuentran con su autoantígeno específico y a que son 
controlados por linfocitos T reguladores supresores (Treg) [79]. 
En el caso de la EM, la combinación de una predisposición genética con un 
factor ambiental desconocido activaría células T CD4+ autorreactivas que 
migrarían al SNC, tal y como se postula en la hipótesis patogénica. Una vez allí, 
inician una reacción inflamatoria mediada por células Th1 produciendo citoquinas 
proinflamatorias (IFNγ, TNFα, IL-1, IL-2, IL-12) y quimiocinas que favorecen la 
proliferación clonal de células T, inducen el reclutamiento de otras células 
inmunitarias, como monocitos, células T CD8+, células B y mastocitos, y la 
activación de los macrófagos, astrocitos y microglía, poniéndose en marcha el 
proceso de inflamación. Los linfocitos Th17, secretan las cks IL-1, IL-6, IL-17, IL-
21, IL-22, IL-25 (Figura 3) [80-81], que ayudan en la disrupción de la BHE [82] y, 
junto con los Th1, movilizan a macrófagos y microglía contribuyendo al ataque 
inmunitario del SNC [83-84]. Además, los niveles de ARN mensajero (ARNm) de 
IL17 se ven incrementados en células mononucleares de sangre periférica y 
líquido cefalorraquídeo (LCR) en las fases de brotes [85] y en las lesiones activas 
del SNC de pacientes con EM [86]. 
Durante la fase estable de la enfermedad, se produce un equilibrio entre la 
actividad de las células T proinflamatorias y antiinflamatorias, llevado a cabo por 
las células reguladoras (Treg), de forma que se mantiene la vigilancia 
inmunológica sin una actividad inflamatoria continua. Sin embargo, la 
disminución del efecto regulador ejercido por las células Treg  durante la 
respuesta inmune en EM [87] desplaza este equilibrio a favor de la vía 
proinflamatoria, favoreciendo el estado inflamatorio [88]. 
A.1) Células  T CD4+:  
Son un subgrupo de linfocitos T denominados colaboradores (Th, del inglés "T 
helper") o efectores, que expresan en su superficie la proteína CD4  (T CD4+) y 
que, a partir de un estado naïve, son capaces de diferenciarse a células 
proinflamatorias Th1, Th9, Th17 y Th22, o antiinflamatorias como Th2 o Treg, en 
función del estímulo recibido (Figura 3). 
 
 
















Figura 3. Subconjunto de linfocitos T CD4+. Diferenciación de células T naïve en distintos tipos 
celulares según el estímulo recibido (indicado por cada una de las flechas), dando lugar a células 
maduras que, tras ser activadas, liberan ck (algunas de las cuales se muestran en la figura) que 
intervienen en la respuesta inflamatoria [89]. 
 
 
El conjunto de cks que producen estos subgrupos de células Th helper, juega 
un papel muy importante en la patología de enfermedades inflamatorias y 
autoinmunes [82,89-91]: las células Th1, son las responsables de la inducción de 
la respuesta inflamatoria y, junto con las Th17, se encargan de la producción de 
cks proinflamatorias (descrito en el apartado anterior). Las células Th2 liberan cks 
antiinflamatorias (IL-4, IL-10, TGF-β (del inglés “transforming growth factor beta”, 
IL-5 e IL-13) que regulan a la baja el estado proinflamatorio del SI,  inducen la 
proliferación de las células B y, por tanto, la formación de Ac s [89]. Las células 
Treg o células reguladoras son las encargadas de mantener el equilibrio del SI. Se 
activan a través de las CPA y liberan cks antiinflamatorias como IL-4, IL-10 y TGF-
β, capaces de inhibir el efecto proinflamatorio desencadenado por las Th1 y Th17. 
 Recientemente se han descrito otros dos subgrupos celulares que 
intervienen en la activación inmune; las células Th9 (productoras de IL-9), que se 
caracterizan por promover la diferenciación de células T naïve hacia Th17 y la 
migración de éstas hacia el SNC [90,92], y las Th22 (productoras de IL-22 y TNFα), 
cuyo papel en la EM aún no está bien definido [91,93]. 
A.2) Células T CD8+:  
Son un subgrupo de linfocitos T denominados citotóxicos que expresan en su 





antigénico a través del CMH  de clase I (presente en todas las células nucleadas 
del organismo y altamente expresado en la superficie de neuronas dañadas ) [94].  
En la actualidad, la comunidad científica considera a las células Th1 y Th17 
como posibles inductoras de la EM, aunque se comienza a otorgar un papel más 
relevante a las células T CD8+ en el daño tisular [95-96]. En los pacientes con EM, 
estas células CD8+ activadas migran al parénquima de lesiones activas en el SNC, 
donde aparecen en mayor número que los linfocitos T CD4+ [97-99]. Tras el 
reconocimiento antigénico, activan la respuesta inflamatoria secretando 
perforinas y granzimas, que inducen daño celular y apoptosis, y contribuyen al 
reclutamiento y retención en el SNC de otras células proinflamatorias, como las 
propias T CD4+ autorreactivas [100].  
A.3) Células T reguladoras (Treg). 
Son otro subgrupo de linfocitos T CD4+ que, además, expresan el antígeno 
CD25+ y se pueden clasificar en función de si son o no positivos para el marcador 
intracelular FoxP3. En la patogenia de la EM, se encargan de la regulación de la 
respuesta proinflamatoria mediante la liberación de cks y factores 
antiinflamatorios como IL-10 y TGF-β, regulando a la baja la acción de las Th1 y 
Th17 [101-102]. 
En pacientes con EM, se observa una disminución significativa tanto en el 
número como en la actividad funcional de las Treg en los períodos de brote 
[87,103-104].  
B) Respuesta humoral: 
B.1) Células B y células plasmáticas. 
Está descrito que tanto los linfocitos B como los Acs que estos sintetizan 
están implicados en la patogenia de la EM [52,105]. 
La presencia de células B se ve incrementada en las lesiones activas en las 
que ocurren fenómenos de desmielinización, detectándose expansiones clonales 
en el LCR y en las placas de pacientes con EM [106-107]. Además, existen 
evidencias directas de la inducción de mecanismos efectores mediados por Acs en 
las lesiones activas, donde aparecen depósitos de IgG en los bordes que 
colocalizan con los fragmentos y complejos del complemento activado [51].  




Por otro lado, estudios experimentales con modelos animales han 
demostrado que existen otros mecanismos "independientes de Acs" a través de 
los cuales las células B hacen la función de CPA para los linfocitos T autoreactivos 
[108], logrando una mayor eficiencia en la activación antígeno-específica [109] 
con menores dosis antigénica y favoreciendo el reclutamiento de dichos linfocitos 
hacia el SNC [110]. 
En la sucesión de procesos que ocurren en la EM, se piensa que 
probablemente las células encargadas del inicio del proceso inflamatorio sean las 
células T, capaces de atravesar la BHE. Posteriormente, se produciría la activación 
de las células B (incapaces de cruzar al SNC en condiciones normales) y de otra 
serie de elementos presentes en la sangre, como Acs y el complemento que, 
activados, pasarían a través de la BHE y participarían en la respuesta 
inmunológica.  
5.2. Otros mecanismos de desmielinización y daño oligodendrocitario 
en la EM. 
Además de lo descrito anteriormente, las lesiones del SNC también pueden 
ser causadas por otros mecanismos: 
A) Independientes de receptor. 
- Estrés oxidativo: producido por macrófagos y microglía activada tras 
secretar sustancias potencialmente tóxicas como las especies reactivas de 
oxígeno (radicales libres, el peróxido o el óxido nítrico), que provocan daños en la 
mielina y OLs. Predomina en los cursos de evolución progresiva de la enfermedad 
[111].  
- Excitotoxicidad: Las células activadas del SI producen gran cantidad de 
glutamato (produce excitotoxicidad), lo que desemboca en la muerte neuronal y 
oligodendroglial por pérdida de la homeostasis [112-113]. Tanto el estrés 
oxidativo como la excitotoxicidad provocan daños mitocondriales, estado de 
hipoxia celular y activan la síntesis de proteínas de estrés , con función protectora 
y presentes en las lesiones desmielinizantes de pacientes con EM. 
- Producción de gránulos citotóxicos: Las células T activadas secretan 





fenómenos de apoptosis de OLs y a la formación de poros en su membrana 
celular, provocando daño tisular.  
B)  Dependientes de receptor. 
Las moléculas de inducción a apoptosis celular Fas y TNF-R1, pertenecen a la 
superfamilia de receptores del TNF y pueden contribuir al desarrollo de la EM  de 
dos formas; en primer lugar mediante la apoptosis de OLs y la consecuente 
desmielinización, y en segundo lugar mediante alteraciones en los mecanismos de 
apoptosis celular de los linfocitos T autorreactivos, dando lugar a la perpetuación 
de los procesos autoinmunes [114]. 
5.3. Mecanismos de remielinización. 
Tras los primeros fenómenos de desmielinización detectados en los inicios de 
la enfermedad, se activan mecanismos para contrarrestar el daño provocado en el 
SNC. Estos mecanismos de remielinización tienen lugar preferentemente en la 
periferia de las placas agudas [115], formando las denominadas placas 
sombreadas (mencionadas anteriormente en el punto 4). Estas placas 
remielinizadas se caracterizan por estar constituidas por finas vainas de mielina 
de distinta morfología y de menor densidad a la mielina primaria [116-117].  
Inicialmente, la remielinización se determinó como un fenómeno asociado a 
estadios tempranos de la enfermedad [52], surgiendo como opción terapéutica la 
utilización de potenciadores de la remielinización. Sin embargo, otros autores han 
demostrado que los procesos de remielinización no están restringidos a la fase 
inicial aguda de la EM si no que también se produce remielinización en fases 
crónicas de la enfermedad [55,118].  
No obstante, la remielinización espontánea no es suficiente para suplir el 
daño desmielinizante causado. Los fenómenos de remielinización fracasan debido 
al bloqueo en la maduración de los OLs, a defectos en la diferenciación a OLs 
maduros o bien debido a fallos en el proceso de reclutamiento de OPCs [119-121]. 
Además, la remielinización es un fenómeno que no ocurre en todos lo individuos 
por igual. Este fenómeno depende también de factores como el tejido donde 
ocurra, siendo más acusado en la zona subcortical y sustancia blanca profunda 
que en zonas periventriculares de la sustancia blanca [55], así como de la 




disponibilidad y capacidad de los axones de expresar factores inhibidores de la 
remielinización en superficie [122]. 
5.4. Daño axonal y gliosis. 
Tras la desmielinización, el daño axonal y la gliosis son dos fenómenos 
característicos de la lesión tisular ocurrida en la EM. El mantenimiento de la 
estructura axonal es crucial para una correcta funcionalidad neuronal, cuya 
pérdida se considera una de las principales causas de discapacidad clínica 
permanente en pacientes con EM [123-124]. 
El daño axonal está presente tanto en las lesiones activas de fases tempranas 
de la EM, donde su intensidad está relacionada con un mayor o menor grado de 
inflamación, como en las placas de desmielinización inactivas en las que, aunque 
está presente en menor proporción que en las placas activas, su frecuencia de 
aparición resulta significativa. En las placas sombreadas, donde se dan fenómenos 
de remielinización, el daño axonal encontrado no resulta relevante [125]. Por otro 
lado, existe una correlación positiva entre el daño provocado en los axones y la 
presencia de productos de desmielinización [126], de tal forma que detectando 
las zonas de desmielinización activas en pacientes con EM se predeciría donde va 
a comenzar el daño axonal. Este dato contribuiría a una adecuada aplicación de 
terapias orientadas a inhibir la degeneración axonal [125].  
La gliosis es la formación de una envuelta gliótica o cicatriz alrededor del 
axón dañado inducida por células gliales que se forma para intentar reparar un 
daño neural en el SNC. Las células gliales pueden inhibir la remielinización al 
impedir el reclutamiento de OPCs y, por tanto, la reparación de las lesiones 
axonales [127]. La gliosis aparece ya desde fases tempranas de la EM aunque 
predomina en las fases crónicas de la enfermedad, y suele desaparecer en varias 
semanas [128].  
A pesar de estar relacionada con la pérdida de la funcionalidad del tejido 
donde se produzca, existen evidencias de que la formación de una envuelta 
gliótica alrededor de axones desmielinizados podría inducir la recuperación 







Las lesiones anatomopatológicas producidas en el SNC durante la EM 
(inflamación, desmielinización, daño axonal y gliosis) son las responsables del 
cuadro clínico asociado a cada paciente [130]. 
En los primeros estadios de la enfermedad, la desmielinización da lugar a una 
reorganización y reducción en el número de canales de Na+ internodales, 
produciendo una alteración en la conducción saltatoria normal de los impulsos 
nerviosos. En caso de afectar a grandes áreas del axón, puede desembocar en una 
reducción de la velocidad de conducción con la consecuente aparición de una 
sintomatología temporal. Si la desmielinización induce la inhibición total del 
impulso los síntomas serán de carácter permanente. Los productos liberados en el 
entorno inflamatorio (edema) también afectan a la transmisión sináptica, 
pudiendo disminuir la expresión de los genes que codifican para los canales de 
Na+ internodales (sintomatología de carácter transitorio) o incluso provocando el 
bloqueo total de la transmisión sináptica si afecta a largos segmentos del axón 
(sintomatología permanente) [131-132].  
Los cuadros clínicos con episodios de recuperación de la función pueden ser 
rápidos o lentos. Los primeros, se caracterizan por procesos como la resolución 
del edema, cambios del pH, reducción de los infiltrados inflamatorios, 
redistribución de los canales iónicos a internodos desmielinizados o la propia 
remielinización inducida por los OLs [133]. Los episodios de recuperación lenta se 
asocian a la necesidad del aumento del número de canales de Na+ internodales o 
a la formación de vías nerviosas alternativas por reorganización funcional cortical 
adaptativa [134-135]. 
La degeneración axonal y la pérdida de los mecanismos de reparación de la 
conducción son los principales causantes de la aparición de las placas crón icas y 
los déficits permanentes. Además, suponen el aumento de discapacidad y un paso 
adelante en la evolución de la forma clínica de la EM remitente-recurrente (RR) 








7. Aspectos clínicos de la EM. 
La EM es una enfermedad que se caracteriza por su gran variabilidad clínica, 
que va a estar determinada por el tipo de lesión producida y por la zona de 
afectación a lo largo del neuroeje del paciente. Además, la sintomatología puede 
variar también entre individuos diagnosticados con la misma forma evolutiva.  
7.1. Sintomatología. 
El comienzo de la enfermedad puede ocurrir a cualquier edad, pero es rara 
antes de los 10 años y después de los 60. La edad promedio de aparición está en 
el rango entre los 20-40 años, y afecta a más mujeres que a hombres (60% vs 
40%) [138-141]. 
Los primeros síntomas de la EM suelen estar asociados a la alteración de la 
sensibilidad o parestesia (en un 45% de los casos) a nivel del tronco o de alguno 
de los miembros, con la aparición de pinchazos, hormigueo o acorchamiento, que 
indican la afectación de los cordones posteriores del haz espinotalámico. La 
alteración motora es también un síntoma muy frecuente en los inicios de la EM 
(40%), afectando a la pérdida de fuerza en alguno de los miembros y fatiga 
acusada tras pequeños esfuerzos [142]. En un porcentaje menos frecuente (25%) 
se produce la disfunción del tronco encefálico, reflejada en síntomas como 
disartria, diplopía, disfagia o vértigo. Las alteraciones visuales por la afectación 
del nervio óptico o quiasma son también características propias de la 
enfermedad, como la pérdida de agudeza visual [143-144]. 
A la aparición de episodios de disfunción neurológica de más de 24 horas de 
duración se le denomina brote. En un curso de evolución típico de EM Remitente-
Recurrente (EM-RR) los brotes están separados en el tiempo por periodos de 
remisión. Un periodo de remisión es una mejoría de los síntomas y signos que 
suceden en el brote, durante al menos un mes [145].  
El grado de discapacidad o disfunción neurológica se valora en el paciente 
mediante una escala estandarizada denominada Escala de Disfunción Neurológica  
(EDSS, del inglés "Expanded Disability Status Scale") desarrollada inicialmente por 
Kurztke (1955), que valora de forma cuantitativa la capacidad o habilidad del 





funciones neurológicas. Esta escala valora el estado del paciente con 
puntuaciones que van desde 0 (individuo aparentemente normal) hasta 10 
(paciente fallecido), pasando por un umbral situado en el punto 5.5, a partir del 
cual aparecen signos de un avance más progresivo y acusado de la enfermedad 
como paraplejia o hemiplejia, falta de coordinación por ataxia, pérdida de 
sensibilidad en algún miembro o en la mayor parte del cuerpo por debajo de la 
cabeza, pérdida de la función vesical, reducción acusada de la agudeza visual y 
demencia o síndrome cerebral crónico, entre otros [144]. La escala EDSS tiene 
como limitación la variabilidad que presenta la evaluación intra e inter-evaluador 
y la sobrevaloración sintomatológica real debido a la gran importancia que se le 
atribuye a la motilidad [146]. 
7.2. Formas evolutivas. 
La variabilidad clínica de la EM se puede resumir  a grandes rasgos en 4 
formas evolutivas (Figura 4): Remitente-Recurrente (RR), Secundaria Progresiva 
(SP), Primaria Progresiva (PP) y Progresiva Recurrente (PR) [147]. 
 












Figura 4. Formas evolutivas de la EM. Representación del grado de 
discapacidad adquirida (eje Y) a lo largo del tiempo (eje X ) de los 
pacientes con EM. Figura modificada de Lublin FD [147].  
 
 Forma Remitente-Recurrente (RR): Es el curso de evolución clínica más 
frecuente en los pacientes con EM (90%). Se caracteriza por la aparición de 
brotes con disfunción neurológica más o menos reversible y muy variable 








































reducción del proceso inflamatorio en el SNC. La sucesión de brotes va 
acumulando secuelas funcionales neurológicas con el paso del tiempo.  
 Forma Progresiva Secundaria (SP): Tras aproximadamente 10 años del inicio 
de la enfermedad, el 50% de los pacientes con un curso RR evoluciona a un 
curso progresivo, donde disminuyen los brotes y se produce un aumento 
progresivo de la discapacidad. Se caracteriza por la reducción del componente 
inflamatorio y un aumento de los procesos neurodegenerativos, reflejando 
cuadros clínicos con menor variabilidad entre los pacientes. 
 Forma Progresiva Primaria (PP): Un 10% de los pacientes diagnosticados de 
EM sufren un curso de la enfermedad progresivo desde el principio, sin 
presencia de brotes. Esta forma evolutiva suele aparecer en personas de 
edades más avanzadas (45 años) y causa daños neurológicos más graves e 
irreversibles en un periodo de tiempo más corto.  
 Forma Progresiva recurrente (PR): Diagnosticado a un número de pacientes 
muy reducido, se caracteriza por presentar un curso progresivo desde el inicio 
de la enfermedad acompañado de la aparición de brotes, con o sin 
recuperación funcional parcial.  
El tipo de lesión y su distribución por el SNC es una característica diferencial 
en la evolución clínica de la EM (Figura 5); las lesiones focales inflamatorias 
agudas se asocian a evoluciones clínicas de la EM agudas y en brotes, mientras 
que las formas progresivas presentan un daño difuso de la sustancia blanca de 
apariencia normal, caracterizado por la presencia de nódulos inflamatorios de 



















Figura 5. Representación ilustrativa de lesiones del sistema nervioso central;  (B) 
lesiones focales inflamatorias agudas, formando placas de desmielinización  
circunscritas en la sustancia blanca, típicas de evolución aguda y en brotes. (C), 
lesiones difusas, propias de formas progresivas de la enfermedad, tanto primarias 
como secundarias [148].    
 
7.3. Diagnóstico. 
Los criterios de diagnóstico más utilizados en los últimos 20 años son los 
establecidos por Poser en 1983 [145], donde se combinan datos clínicos con 
pruebas paraclínicas como son los potenciales evocados, las técnicas de 
neuroimagen, la valoración urológica y la presencia de IgG en líquido 
cefalorraquídeo. Según estos criterios, en un paciente con EM deben concurrir la 
diseminación espacial  de lesiones (al menos dos lesiones de distinta localización 
en el SNC) y la dispersión temporal sintomatológica (al menos dos episodios de 
disfunción neurológica separados en el tiempo).  
Posteriormente, McDonald actualiza los criterios de Poser al introducir la 
resonancia magnética como prueba paraclínica, favoreciendo el diagnóstico 
precóz y eficaz de la EM [149]. Sin embargo, a pesar de que los criterios de 
McDonald presentan una alta sensibilidad y especificidad, su aplicación en el 
diagnóstico de la EM es bastante compleja. Por ello, autores como Polman y cols. 
[150] han simplificado el diagnóstico de la EM basándose en la foma clínica 
(presencia de uno o dos ataques o brotes) y la presencia de lesiones en el SNC.  
En la actualidad, las pruebas paraclínicas más usadas para el diagnóstico de 
la EM son: 
 El estudio del líquido cefalorraquídeo (LCR) ayuda a diagnosticar los casos de 
EM definida o probable, siendo en algunos casos una herramienta 
imprescindible en el diagnóstico diferencial de EM. En pacientes con EM los 
niveles de inmunoglobulinas están relativamente incrementados, sobre todo 




los niveles de IgG. La elevada presencia de IgG puede detectarse mediante la 
aparición de bandas, denominadas bandas oligoclonales, en la región catódica 
de los análisis electroforéticos del LCR [151-152]. 
 El estudio de los potenciales evocados se utiliza para la evaluación de la 
afectación de vías sensitivas o motoras, con o sin sintomatología clínica, 
proporcionando una medida fiable de la desmielinización [153]. 
 La resonancia magnética (RM) permite descartar otras enfermedades, 
descubrir lesiones desmielinizantes asintomáticas, determinar en un solo 
estudio los criterios de diseminación espacio-temporal y monitorizar y 
detectar la actividad de la enfermedad que precede a la sintomatología clínica 
[154]. 
7.4. Pronóstico. 
La esperanza de vida tras el diagnóstico de la enfermedad es de 25 a 35 años. 
Las causas de muerte más frecuentes son las infecciones,  el suicidio o 
enfermedades no relacionadas [155]. 
Aunque no existen factores pronósticos exactos que indiquen la progresión 
de la EM ni se conocen los mecanismos causales de la conversión de un curso RR 
en SP, existen factores clínicos de pronóstico “favorable” y “desfavorable” que 
permiten predecir la evolución de la enfermedad de forma aproximada. Los 
factores favorables son: comienzo a una edad temprana, sexo femenino, síntomas 
de comienzo visuales y sensitivos, intervalo prolongado entre primer y segundo 
brote, pocos brotes durante los dos primeros años y EDSS baja en los dos o cinco 
años iniciales de la enfermedad [156-157]. Los factores pronóstico desfavorables 
corresponden a un comienzo de la enfermedad con edad superior a 40 años, sexo 
masculino, inicio con síntomas motores y cerebelosos, recurrencia temprana tras 
primer brote, elevado número de brotes durante los primeros años y con EDSS 
alta los dos o cinco primeros años [156-157].  
Tal y como se muestra en la Figura 6, en el curso de la EM existe una fase 
preclínica, asintomática, donde se pueden detectar lesiones por RM. Tras la 
manifestación de los primeros síntomas de la enfermedad o síndrome 





generalmente la EM clínicamente definida (EMCD), caracterizada por un curso 
evolutivo de alternancia de brotes y remisiones, con recuperación prácticamente 
total de la función neurológica. Esta fase EMRR suele durar de 8-20 años, siendo 
aproximadamente a los 10-15 años cuando el 50% de los pacientes pasan a una 
fase de disfunción neurológica secundaria progresiva, EMSP, puntuada en la 
escala EDSS sobre 4.5, según algunos autores. En esta fase más agresiva, el 
paciente experimenta un mayor déficit neurológico (mayor pérdida de axones y 















Figura 6. Evolución clínica y por resonancia magnética de la EM. Estimación del daño 
neurológico (atrofia cerebral, medida por la BPF (del inglés "brain parenchymal fraction"), y 
degeneración axonal por RM, mediante densidad de protones (PD, del inglés "proton density") o 
a través de las secuencias T2. Figura modificada de Fernández y cols. [144]. 
 
8. Modelos experimentales de esclerosis múltiple.  
Aunque no exista un modelo que pueda mimetizar todo el espectro de la 
heterogeneidad clínica y neuroinmunológica de la EM, en las últimas décadas se 
han desarrollado modelos animales útiles y relevantes que comparten similitu des 
clínicas y neuropatológicas con la enfermedad humana. Estos modelos son 
herramientas experimentales útiles para el estudio de los mecanismos implicados 
en la patogénesis de la EM y para el desarrollo de estudios preclínicos con nuevos 
fármacos que puedan ser objeto de futuros ensayos clínicos.  




Atendiendo a su etiología, los modelos animales de EM se pueden clasificar 
en modelos virales, inducidos por la inoculación de un virus, tipo coronavirus 
(virus de la hepatitis) o virus de Theiler, y modelos autoinmunes [160], 
englobados bajo el término de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y 
que se desarrollan con detalle a continuación al ser los modelos utilizados en  el 
estudio que se describe en este manuscrito. 
8.1. Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE).  
La EAE se define como una enfermedad autoinmune, neuroinflamatoria y 
desmielinizante del SNC, cuya patogenia está mediada por células T. Comparte 
numerosas características con la EM como la afectación del neuro-eje, la 
infiltración del SNC por células proinflamatorias, la desmielinización y el daño 
axonal [161-163], entre otros. 
La EAE fue desarrollada de forma no premeditada por Thomas Rivers [164], 
que administró homogeneizados de cerebro de conejo en monos Rhesus al 
intentar explicar las complicaciones neurológicas que aparecían con las vacunas 
antirrábicas de la época [165]. Posteriormente, gracias a estudios orientados a 
conseguir una inducción de EAE más exitosa y reproducible  se determinaron una 
serie de factores potenciadores del efecto encefalitogénico del homogeneizado, 
como la presencia de un coadyuvante (adyuvante de Freud) [166] o la toxina 
Bordetella pertussis [167-168], que participa en la permeabilización de la BHE 
[160]. Además, se descubrió la capacidad encefalitogénica de proteínas de la 
mielina como la MBP, la PLP [169] y la MOG [170-172], lo que favoreció la síntesis 
de péptidos con estos epítopos con potencial para reactivar a células T 
autorreactivas y desencadenar la EAE. 
En la actualidad, la EAE ha sido inducida en distintas especies de mamífero 
como ratones, ratas, cobayas, conejos, cabras, ovejas, monos tití y primates. Su 
utilización en preclínica ha permitido el desarrollo de aproximaciones 
terapéuticas para el tratamiento de la EM como el Acetato de Glatiramero, la 








 Inducción de la EAE. 
Existen dos tipos de inducción de la EAE, mediante inmunización activa o por 
transferencia pasiva (Figura 7) [174-176].  
La inmunización pasiva o adoptiva, descubierta por Philip Paterson en 1960 
[177], se lleva a cabo mediante la inoculación directa en un animal sano de 
linfocitos T CD4+ o CD8+ activados contra epítopos de la mielina,  aislados de 
nódulos linfáticos o esplenocitos de animales inmunizados (con EAE). Los ensayos 
de inducción pasiva han arrojado luz sobre el papel de las células T en la 
activación del SI tras reconocimiento de epítopos de la mielina [178]. 
 El otro tipo de inducción se realiza mediante inmunización activa [179], en 
la que se inoculan en animales sanos péptidos mielínicos encefalitogénicos 
ampliamente caracterizados (MOG, PLP, PBM, MAG, OSP y MOBP) [61,180-182], 
emulsionados con potenciadores de la activación del SI (toxina pertussis y el 















Figura 7. Representación de las vías de inducción de EAE. En la parte superior se esquematiza la 
inmunización activa y en la inferior la adoptiva, con la previa activación del SI y la extracción, 
cultivo y reactivación de las células T procedentes del bazo del animal inmunizado.  Figura 
modificada de Ji Q [185]. 
 
La EAE puede desarrollarse con un curso clínico muy variable, reflejando las 
diferentes formas evolutivas y estadíos clínicos de la EM. Dos de los factores 
determinantes de la evolución clínica de la EAE son el neuroantígeno utilizado en 
la inmunización y la susceptibilidad de la especie animal a padecer la 




enfermedad. Las variaciones existentes en la susceptibilidad interespecie, e 
incluso intraespecie, son atribuidas al acervo genético de cada una y a los 
polimorfismos de las moléculas del CMH clase II , que reconocen a los péptidos 
mielínicos encefalitogénicos [186]. Otros factores como el sexo, la vía de 
inoculación y el medio ambiente también influyen en el desarrollo de distintos 
cursos de evolución de la EAE.  
En base a todos estos factores, se inducen diferentes modelos de EAE con 
curso clínico y mecanismos patológicos determinados, que los hace válidos para 
el estudio de los procesos neuroinmunopatológicos propios de la enfermedad y la 
valoración de agentes terapéuticos. En la Tabla 1 se muestra un ejemplo de la 
variabilidad de los modelos de EAE en ratones.  
 
 
















MAG: glucoproteína asociada a la mielina; MBP: proteína básica de la mielina; MOG: 
glucoproteína oligodendrocítica; PLP: proteína proteolipídica.  Tabla modificada de Moreno y 






Otro grupo adicional de modelos de EAE son los denominados modelos 
espontáneos. Estos se basan en la utilización de animales modificados 
genéticamente para que sus linfocitos T reconozcan a componentes de la mielina 
como cuerpos extraños, desencadenando una respuesta autoinmune [160]. 
8.1.1. Características inmunopatológicas.  
Los diferentes mecanismos inmunopatológicos que aparecen en la EAE son 
complejos, pero existen muchas similitudes con los que ocurren en la EM. En 
ambas se presentan lesiones desmielinizantes (modelos de EAE con 
desmielinización), infiltrados perivasculares de células inflamatorias, microgliosis 
reactiva, astrocitosis y daño oligodendrocitario [187].   
La inducción de la EAE con Ags mielínicos provoca la reactivación de los 
linfocitos T CD4+ específicos contra epítopos de la mielina en órganos linfáticos 
periféricos. Posteriormente, estas células migran a través de la BHE hacia zonas 
perivasculares del SNC, donde sintetizan factores proinflamatorios (citoquinas y 
quimiocinas) que favorecen el reclutamiento hacia el SNC y la activación de 
macrófagos periféricos y de células microgliales residentes.  La acción de estas 
células activadas junto con los efectos citotóxicos e inflamatorios de las ck s 
liberadas por ellas y por las T CD4+ autorreactivas (como el IFNγ, TNFβ, IL17, 
TNFα), provocan la desmielinización de los axones y la formación de placas 
activas en zonas periventriculares del SNC [179,188]. 
En los periodos de remisión de la EAE de curso evolutivo RR (EAE-RR) se 
produce una disminución de los infiltrados proinflamatorios, la activación de  
mecanismos de apoptosis de células proinflamatorias vía FAS y la estimulación de 
mecanismos de reparación de oligodendrocitos y fenómenos de remielinización 
[189-191], similares a lo que ocurre en pacientes con EMRR. 
8.1.2. Signos clínicos y Cursos evolutivos. 
La EAE afecta al neuroeje de los animales en sentido caudo-rostral de tal 
forma que, a medida que aumenta el grado de discapacidad, el animal va 
sufriendo una parálisis ascendente. La sintomatología difiere entre unos animales 
y otros como en conejos, que aparecen dificultades en la marcha y ataxia, o en 




monos, que además de parálisis, pueden sufrir pérdida visual, ataxia y déficit en 
nervios craneales [192-194]. 
El seguimiento de la evolución clínica de los animales debe hacerse de forma 
ciega y por los mismos evaluadores durante todo el experimento, evitando así 
errores en la interpretación del estado del animal. Existen varias escalas para 
medir el grado de discapacidad de los animales inmunizados que difieren en la 
amplitud de rango de los valores de puntuación según los síntomas clínicos (o 
score clínico). Hay escalas que van de 0 a 4 [195], de 0 a 6 [196], de 0 a 7[197] o 
incluso de 0 a 9 [198], pero la más comúnmente utilizada es aquella que va de 0 a 
5, donde el valor más bajo (0) corresponde a un animal sin síntomas, el valor más 
alto a un estado moribundo o muerte del animal y los valores intermedios a 
distintos grados de afectación del neuroeje en sentido caudo-rostral [199]. 
Existen 3 cursos clínicos destacables en la EAE determinados por la  especie, 
cepa y neuroantígeno utilizado en la inmunización; la EAE aguda, inflamatoria y 
monofásica, con o sin procesos de desmielinización [200-202], y los modelos EAE-
Crónica-progresiva (EAE-CP) y EAE-Remitente-recurrente (EAE-RR), que son los 
dos modelos utilizados en este estudio:  
La EAE-CP se caracteriza por la aparición de un único brote 12-13 días 
después de la inmunización del animal, seguido por una leve recuperación y una 
posterior cronificación de la sintomatología. Tiene una gran similitud con la EMPP 
a nivel clínico y neuropatológico, con procesos inflamatorios y desmielinizantes 
similares [203-204],  y sin la aparición clara de episodios de brotes y remisiones.  
En la EAE-RR el inicio de la enfermedad ocurre a los 11-12 días posteriores a la 
inmunización, con un curso clínico caracterizado por la presencia de brotes y 
remisiones. Los mecanismos inflamatorios y procesos de desmielinización son 
similares a los que ocurren en pacientes con EM de curso RR [160,205-207], por lo 
que facilita el estudio de los mecanismos subyacentes a estos episodios de brotes 
y remisiones.  
8.1.3. Limitaciones de la aplicabilidad del modelo.  
Como la mayoría de los modelos animales, la EAE presenta limitaciones que 
se reflejan en la imposibilidad de mimetizar con exactitud los procesos 





Estas limitaciones del modelo se reflejan a varios niveles:  
- No explica la etiología de la EM ya que es un modelo inducido y no espontáneo 
y, aunque se han desarrollado modelos espontáneos de EAE con ratones 
transgénicos, la manipulación genética impide saber si se reproducen los 
mismos mecanismos patogénicos que en la EM [160]. 
- La inducción de la EAE se hace vía CMH clase II, mediante neuroantígenos que 
activan a linfocitos T CD4+ principalmente, relegando a un segundo plano la 
contribución real de las células T CD8+. Sin embargo, en la EM, se ha descrito 
que ambas subpoblaciones juegan un papel igual de importante, sobre todo en 
las etapas iniciales de la enfermedad [97-98,185,211-212].  
- En la EAE inducida en ratón los mecanismos de desmielinización se producen 
en cerebelo y/o médula espinal, pero rara vez afectan al cerebro, por lo tanto 
no ayuda a describir qué mecanismos intervienen en la EM a nivel cortical. 
Aunque existen modelos alternativos de EAE que desarrollan lesiones de 
localización intracortical y subpial, que presentan diferencias acusadas en la 
capacidad de remielinización y en la densidad de infiltrados celulares en 
función de la zona de inicio de la lesión [213]. 
Todas las diferencias fisiopatológicas e inmuno- y neuropatológicas son 
factores que podrían influir en las divergencias encontradas ocasionalmente en 
las respuestas a distintos fármacos entre la EM y la EAE, y el fracaso de la 
efectividad de algunas terapias experimentales en pacientes con EM que sí han 
sido exitosas en los modelos de EAE [187,210,214].   
9. Tratamientos actuales en EM. 
La EM se ha abordado mediante tratamientos orientados a la 
inmunomodulación, los cuales han logrado, en la mayoría de los pacientes, 
disminuir la gravedad, la duración y el número de brotes, retrasar el paso a 
formas clínicas progresivas y mejorar la calidad de vida de los pacientes [215-
218]. 
El fármaco inmunomodulador más utilizado en los últimos 15-20 años ha sido 
el IFNβ. Actualmente, se han desarrollado otros fármacos que tienen un gran 




éxito en el tratamiento de la EM y amplían el abanico de posibilidades 











Figura 8. Tratamientos modificadores de la EM aprobados por la Agencia 
Europea del medicamento (del inglés “European Medicine Agency”).  
 
 
En la Figura 9 se puede observar sobre qué procesos actúan algunos de los 
fármacos más descatados en el tratamiento de la enfermedad. En la figura 
también se muestran algunos de los posibles mecanismos de acción de terapias 
alternativas como las células madre mesenquimales (MSCs), cuya eficacia y 












Principio activo nombre comercial 
año de 
aprobación 
Interferón beta-1b Betaferón ® 1995 
Interferón beta-1a Avonex® 1997 
Interferón beta-1b Rebif® 1998 
Mitoxantrona (genérico en 2006) Novantrone® 1998 
Acetato de glatirámero Copaxone® 2002 
Natalizumab Tysabri® 2006 
Interferón-1b Extavia® 2008 
Fingolimod Gilenya® 2011 
Alemtuzumab Lemtrada® 2013 
Teriflunomida Aubagio® 2013 
















      
 
 
Figura 9. Mecanismos de acción de los fármacos empleados en la EM. BG-12: dimetil fumarato; 
MSCs: células madre mesenquimales; VCAM: molecula de adhesión celular vascular; ICAM: 
molécula de adhesión intercelular; LFA-1: antígeno asociado a la función leucocitaria; MMPs: 
metaloproteasas de la matriz; NO: óxido nítrico; O2: oxígeno; SNC: sistema nervioso central. 




A continuación, se explican con más detalle el tratamiento inmunomodulador 
con IFNβ y la terapia con células madre, ya que son las terapias ensayadas en este 
trabajo de investigación. 
9.1. Terapia inmunomoduladora con IFNβ. 
El IFN fue descubierto por Isaacs y Lindenmann, definiéndolo como una 
sustancia soluble con actividad biológica antiviral [220-221]. Debido a la creencia 
de la etiología viral de la EM, se propuso al IFN como un buen candidato para el 
tratamiento de la enfermedad.  
Una definición más actual y detallada describe a la familia de interferones 
como glicoproteínas de la clase de las citoquinas. Son sintetizadas por cualquier 
célula  nucleada, aunque principalmente por macrófagos, fibroblastos y células 




endoteliales en respuesta a infecciones víricas, bacterianas, presencia de células 
cancerígenas o por propia inducción de otras citoquinas y factores de 
crecimiento.  
Se conocen tres tipos principales de IFN endógeno: 
 Tipo I: α, β, Ω, ε, κ  
 Tipo II: γ 
 Tipo III: λ 
Tras ensayos con modelos animales y posteriores ensayos clínicos con las 
distintas formas de IFN, se observó que el IFNβ era el único que mejoraba la 
enfermedad disminuyendo la gravedad del curso clínico y ralentizando su 
progresión, con una toxicidad asociada aceptable [221]. Por otro lado, se 
describió que en pacientes con EM los niveles de producción endógena de IFNβ 
estaban disminuidos en comparación con los controles sanos [222]. En 1993 
comienzan los primeros tratamientos con IFN en pacientes en fase RR [221,223-
226], siendo en la actualidad uno de las terapias inmunomoduladoras de primera 
línea en la EM [227-229]. 
9.1.1. Tipos de IFNβ disponibles comercialmente. 
Existen dos tipos de moléculas de IFNβ aprobadas por la EMA (del inglés 
“European Medicine Agency”) que se utilizan como tratamiento de la EM: 
 IFNβ-1a: Avonex ® (Biogen) y Rebif® (MerckSerono), de 
administración intramuscular y subcutánea respectivamente. 
 IFNβ-1b: Betaferon® (Bayer) y Extavia® (Novartis), ambas de 
administración subcutánea. 
La frecuencia de administración va a depender del fármaco utilizado: En el 
caso de Avonex® se administra una vez a la semana, Rebif® 3 veces a la semana y 









9.1.2. Mecanismos de acción neuroimnunológicos del IFNβ en la EM. 
Aunque el mecanismo de acción del IFNβ sigue siendo desconocido, se  han 
descrito numerosos efectos neuroinmunológicos beneficiosos  en pacientes con 
EM tratados con IFNβ: 
 Inhibe la destrucción de la barrera hematoencefálica (BHE) y la migración 
de células T activadas al SNC, a través de la membrana basal subendotelial    
[230-235]. 
 Inhibe la activación de las células T proinflamatorias en periferia y la 
producción de IFNγ [234,236-237].  
 Modula la expresión de las moléculas del CMH clase II y las 
coestimuladoras, regulando así la presentación antigénica [236,238-239]. 
 Regula la actividad microglial, reduciendo la inflamación [240]. [241-242] 
 Promueve la neuroprotección favoreciendo la recuperación axonal y 
protegiendo del daño producido por el óxido nítrico [241-242]  
9.1.3. Respuesta al tratamiento con IFNβ. 
Aunque no existe un único criterio de respuesta ante el tratamiento con 
IFNβ, uno de los más aceptados es  el de Río y cols. [243]. Sus estudios muestran 
que no existe un marcador predictivo que indique claramente si un paciente es 
respondedor al tratamiento con IFN, pero describen 3 variables que podrían 
indicar la necesidad de un cambio; presencia de brotes (al menos un brote 
durante el primer año de terapia), aumento de la progresión (aumento de un 
punto en la escala EDSS el primer año de terapia) y actividad registrada por RM 
(más de dos lesiones desarrolladas tras el primer año de terapia). Según sus 
resultados, aquellos pacientes que tras un año de tratamiento con el 
inmunomodulador presenten alteraciones en 2 de las 3 variables anteriores 
serían candidatos para iniciar un cambio de tratamiento. 
Uno de los posibles motivos por los que un 35-45% de los pacientes con EM 
no responden al tratamiento con IFNβ [227], o por los que su eficacia terapéutica 
disminuye al cabo de uno o dos años podría la presencia de niveles altos y 
permanentes de Acs neutralizantes frente al inmunomodulador, que bloquean el 




sitio de unión del IFNβ a su receptor [244-245]. Sin embargo, los Acs 
neutralizantes no están presentes en todos los pacientes que no responden al 
tratamiento. Otra teoría propuesta es que la vía de activación de la respuesta 
autoinmune estuviese promovida principalmente por las células Th17, donde el 
IFNβ actuaría como agente proinflamatorio [246].  
Debido al desconocimiento de las causas que intervienen en la eficacia 
terapéutica del IFNβ, actualmente su investigación sigue siendo objeto de 
estudio, así como el abordaje de terapias alternativas que consigan paliar la 
enfermedad en estos pacientes no respondedores.  
9.2. Terapia celular. 
En la actualidad no existen tratamientos que curen la EM. Como se ha 
comentado anteriormente, la mayoría de las terapias disponibles son 
inmunomoduladores e inmunosupresores que controlan los procesos 
inflamatorios que causan la desmielinización. Estos tratamientos resultan 
parcialmente efectivos probablemente debido tanto a su limitada capacidad 
inmunomoduladora en las áreas lesionadas del SNC, como a los procesos 
inducidos por la enfermedad tales como la producción deficiente de factores de 
crecimiento y la mobilización insuficiente de células madre residentes [247]. 
Surge, por tanto, la necesidad de buscar nuevas terapias alternativas para la EM, 
con enfoques innovadores orientados tanto a la regulación inmune selectiva 
como a la inmunomodulación in situ y la neuroprotección. En este contexto, un 
tratamiento idóneo para mejorar los mecanismos neuroprotectores y para inducir 
neurorregeneración en la EM es el transplante de células madre [247]. 
Tradicionalmente, el estudio del potencial terapéutico de las células madre 
ha estado dirigido a su aplicación como agente reparador y regenerador tisular, 
gracias a su capacidad de diferenciación y transdiferenciación en diferentes líneas 
celulares [248-249]. Sin embargo, durante la pasada década, las células  
madre han mostrado, además, una gran capacidad inmunoreguladora e 
inmunosupresora que afecta tanto a la inmunidad innata como adaptativa. Esto 
ha sido demostrado con experimentos in vitro y tras su transplante en modelos 





madre representan una herramienta prometedora como terapia celular, no solo 
para medicina regenerativa sino también en la modulación del SI [255-258].  
9.2.1. Células madre, definición y generalidades. 
Las células madre son células que se encuentran en todos los organismos 
multicelulares y cuya función es la regeneración y reparación tisular. Tienen 
capacidad ilimitada de división simétrica (autorrenovación) y asimétrica (una de 
las células sufre un proceso de diferenciación a otro tipo celular). La mayoría de 
los tejidos de un organismo adulto poseen una población residente de células 
madre que permiten su renovación periódica o su regeneración cuando se 
produce algún daño tisular. 
Según su origen se catalogan como células madre embrionarias, si son 
aisladas del blastocisto de 8 días postconcepción,  fetales, si son aisladas de fetos 
en desarrollo, o células madre adultas, si se aíslan del tejido postnatal [259]. 
En función de su potencialidad (número de diferentes tipos celulares en los 
que pueden diferenciarse) se pueden clasificar en (Figura 10) [260-263] : 
 Totipotentes: son células madre embrionarias que proceden de zigotos o 
mórulas, obtenidas antes del 5º día de desarrollo y que pueden dar lugar 
a un organismo completo.  
 Pluripotentes: son células madre embrionarias procedentes de la masa 
celular interna del blastocisto que pueden formar cualquier tipo celular 
perteneciente a cada linaje embrionario (endodermo, mesodermo y 
ectodermo), pero no pueden formar un organismo completo al no poder 
dar lugar a ningún tipo celular extraembrionario, como células de la 
placenta o del cordón umbilical. 
 Multipotentes: son células madre adultas, parcialmente diferenciadas, 
que sólo pueden dar lugar a células de su misma capa embrionaria, como 
las células madre hematopoyéticas o las células madre mesenquimales . 
Pueden sufrir fenómenos de transdiferenciación bajo determinadas 
circunstancias y estímulos específicos, dando lugar a células de un linaje 
distinto al establecido en su ruta de diferenciación. Un ejemplo son las 
células madre mesenquimales, procedentes de la capa mesodérmica, que 
tras sufrir procesos de transdiferenciación in vitro e in vivo, pueden dar 




lugar a células de origen ectodérmico como, por ejemplo, neuronas 
[252,264-269]. 
 Unipotentes, son células adultas progenitoras, que sólo pueden dar lugar 
a un único linaje celular, iguales a las del tejido en el que se encuentran. 
Actúan como reservorio de células en los tejidos, donde permanecen 














Figura 10. Clasificación de las células madre según su potencialidad. Imagen 
obtenida de www.proloterapia.com 
 
Otras células madre destacadas, son las células madre pluripotencial es 
inducidas (células iPS, del inglés "induced pluripotent stem cells). Se obtienen de 
células maduras de un individuo adulto y, mediante técnicas de in geniería 
genética, se modifica la actividad de ciertos genes convirtiéndolas en células 
completamente inmaduras, adquiriendo capacidad pluripotencial (similares a 
células madre embrionarias). En la actualidad, la obtención de estas células y sus 
posibles aplicaciones están siendo estudiadas, ya que representan una nueva 
fuente de células madre pluripotenciales que evitaría la utilización de embriones 






La utilización en experimentación y en la clínica de las células madre adultas 
presenta una serie de ventajas y desventajas con respecto a las de origen 
embrionario [271-272]: 
Ventajas: 
- Los distintos tipos de células madre adultas son multipotentes pero, a 
veces, pueden aumentar su potencial actuando como células 
pluripotentes. 
- Se expanden in vitro en cantidades suficientes para su uso en 
experimentación y como terapia celular en la clínica. 
- Suponen una fuente autóloga teóricamente ilimitada, lo que evita riesgos 
de transmisión de enfermedades infecciosas e incrementa la eficiencia 
terapéutica al no haber problemas de inmunogenicidad ni rechazo del 
implante. 
- No plantean problemas éticos relevantes. 
- No forman teratocarcinomas. 
Desventajas: 
- Presentan un crecimiento in vitro más lento que las embrionarias. 
- Se diferencian mal en cultivo. 
- Muestran alteraciones genéticas tras tiempo en cultivo. 
- Portan las anomalías genéticas que tenga el paciente. 
9.2.2. Células madre mesenquimales. 
Las células madre mesenquimales (MSCs, del inglés "mesenchymal stem 
cells") son un grupo heterogéneo de células estromales multipotentes adultas 
que pueden ser obtenidas de distintos tejidos [204,257]. Se aislaron por primera 
vez en el año 1970 a partir de médula ósea (BM-MSCs, del inglés "bone marrow-
mesenchymal stem cells"), por el grupo de científicos dirigido por Friedenstein, 
definiéndolas como una unidad formadora de colonias de fibroblastos (CFU-f) 
(precursoras de fibroblastos) [273]. Pero fue Caplan, en el año 1991, quien las 
denominó por primera vez como células madre mesenquimales [274]. 




En la actualidad, la comunidad científica ha establecido una serie de criterios 
mínimos que deben cumplir las poblaciones celulares para ser consideradas  MSCs 
[267,275-283]:   
 Crecen adherentes al plástico en cultivo. 
 Presentan morfología tipo fibroblasto. 
 Son positivas para marcadores estromales como CD90.2, CD105, CD106, 
CD29 y CD73, entre otros.  
 Son negativas para marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34, CD45, 
CD11b, CD19, y el CMH clase II.  
 Son células multipotentes capaces de diferenciarse a osteoblastos, 
adipocitos y condrocitos, y transdiferenciarse a células de linaje endo y 






                  
                 












 Figura 11. Multipotencialidad de las células madre mesenquimales (MSC).  Las 
flechas contínuas marcan los fenómenos de diferenciación ce lular, mientras que 
las flechas discontínuas muestran la capacidad de transdiferenciarse a otros tipos 
celulares de distintas capas embrionarias [257].  
 
Aunque las características biológicas que definen a las células 





de protocolos de caracterización fenotípica y funcional de las MSCs de humanos y 
de animales, procedentes de diferentes tejidos [284-288]. Tradicionalmente, la 
principal fuente de obtención de MSCs es la médula ósea, donde dan soporte a la 
hematopoyesis; sin embargo, también se obtienen de otros tejidos [289] como el 
adiposo[204,290-292], tejido intestinal [293], articulación de rodilla [294], 
traquea [295], próstata [296], cordón umbilical [297] y placenta [298], entre 
otros. 
Aunque se asume que todas las MSCs, independientemente del tejido del que 
provengan, son similares, se han descrito variaciones inter e intraespecie en la 
morfología, supervivencia celular y senescencia [299], proliferación celular, perfil 
de marcadores de membrana, cinética de crecimiento [258,284,287], capacidad 
de diferenciación [253,300], funcionalidad [301-302], expresión génica [285], 
inestabilidad genética o incluso transformación maligna [286], entre otras. Todas 
estas variaciones podrían ser resultado de multitud de factores que afectan a 
todas estas características biológicas, tales como los protocolos de ais lamiento 
celular, medio de cultivo utilizado [258,287], densidad celular de partida [288], 
diferentes tiempos de cultivo y condiciones de expansión [258,286-287], fuente 
de procedencia de las MSCs [287,300,303-304], las cuales varían entre los 
distintos investigadores.  
Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, es difícil justificar y contrast ar 
los resultados de los estudios experimentales con MSCs reportados desde 
distintos laboratorios. Además, considerando el gran potencial terapéutico de 
estas células, se pone de manifiesto la necesidad de unificar criterios en la 
comunidad científica, estandarizando protocolos de aislamiento, cultivo y 
expansión de MSCs según su fuente de origen, que faciliten el avance en el 
conocimiento en este campo y su aplicación definitiva en el ámbito clínico.  
9.2.3. Mecanismos de acción de las MSCs.  
El amplio potencial terapéutico de estas células se basa en su capacidad de 
diferenciación y transdiferenciación a distintos linajes celulares [248-249] y en su 
amplio especto de acciones inmunorreguladoras [250,253-254]. Esto favorece su 
utilización como terapia alternativa no solo en medicina regenerativa sino 
también en enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la EM [255-258].  




A continuación se detallan una serie de funciones que actualmente se les 
atribuyen a estas células gracias a la liberación paracrina de una serie de factores 
solubles con capacidad trófico y/o inmunomoduladora como: la indolamina-2,3-
dioxigenasa (IDO), la prostaglandina E2 (PGE2), la IL-6, la IL-8, el HLA-G5, el factor 
derivado de células estromales 1 (SDF-1), el factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF), el factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor de 
crecimiento transformante beta 1 (TGFß1), entre otros [255]: 
 Tienen capacidad inmunomoduladora e inmunosupresora (Figura 12) 
mediante  la síntesis de factores que: 
- Actúan inhibiendo la proliferación  de las células T proinflamatorias (Th1 y 
Th17) periféricas, promoviendo el cambio en el perfil de citoquinas hacia un 
patrón antiinflamatorio Th2, favoreciendo la diferenciación a células Treg e 
inhibiendo parcialmente la citotoxicidad celular mediada por células T CD8+  
[250,305-306].  
- Inhiben también la proliferación celular B, la diferenciación de estas células 
a células plasmáticas y la producción de anticuerpos. Reducen también la 
expresión de receptores de quimioquinas en células B (CXCR4, CXCR5 Y 
CCR7B), así como la quimiotaxis en respuesta a  CXCL12 y CXCL13.  Así mismo, 
disminuyen la maduración de las células dendríticas, así como su 
proliferación, activación y capacidad de presentación antigénica 
[252,257,307-313].  
- A nivel de SI innato, inhiben la proliferación de células NK cuando están en 
reposo, disminuyen la producción de IFN por células NK activadas e inhiben 
parcialmente la citotoxicidad celular (NK). También son capaces de reclutar 
macrófagos, disminuir en éstos la inducción de óxido nítrico, TNF, 
metaloproteinasas de matriz y especies reactivas de oxígeno, así como 
estimular la producción de altos niveles de IL-10 e inducir un mayor nivel de 
actividad fagocítica [252,257,307-310]. 
 Ejercen una acción neuroprotectora y neurorregeneradora en el SNC (Figura 





pérdida axonal, con una mayor inhibición de la astrogliosis, y un aumento de 
la remielinización y de la oligodendrogénesis [250,252,310,314-316]. 
 Promueven la neurogénesis al activar a células madre neurales o células 
progenitoras [283]. 
 Ejercen efectos tróficos mediante la producción de numerosos factores 
solubles (factores de crecimiento, antiapoptóticos, citoquinas, factores 
antifibróticos y mediadores angiogénicos) [278,317-319]. 
 Producen un efecto antioxidante, reduciendo el estrés oxidativo y el daño 
celular [309,320]. 
 Capacidad de migración; las MSCs residentes en el organismo, así como las 
MSCs transplantadas, son capaces de moverse por el torrente sanguíneo y 
llegar a tejidos diferentes al de origen, como respuesta a estados de 
inflamación, gradientes de hipoxia o daño tisular. Una vez allí, reducen la 
inflamación y promueven la regeneración del tejido [321]. Aunque no se 
conocen bien los mecanismos moleculares que controlan la migración de las 
MSCs, se piensa que, en estados de inflamación, viajan atraidas por señales 
inflamatorias como factores quimiotáctico y cks, entre otros [257]. Además, la 
capacidad de atravesar la BHE en estados de inflamación activa, las hace 
firmes candidatas para ser utilizadas como transportadoras de factores 
terapéuticos al SNC [322-323]. Con este acercamiento, se consiguen los 
efectos beneficiosos de las MSCs y del factor terapéutico que transportan  
[250]. 
Además, al no expresar en superficie moléculas del CMH clase II y expresar 
un bajo porcentaje de la clase I, la probabilidad de rechazo tras la realización de 
transplantes de MSCs es muy baja, lo que favorece su utilización como terapia 























Figura 12. Mecanismos de acción de las MSCs en EM. La activacion del SI innato por los 
linfocitos T autorreactivos, da lugar a la activación de las CPA y a la síntesis de ck 
proinflamatorias y quimioquinas. Esto provoca la activación de la respuesta proinflamatoria 
mediada por células Th1 y Th17, y su migración al SNC. Este ambiente proinflamatorio (cks, Ac s, 
NO y ROS (inducidos por hipoxia) da lugar a fenómenos de desmielinización y daño axonal. Los 
efectos de las MSCs en este ambiente proinflamatorio activo incluyen  (A) la neurogénesis, (B) la 
regeneración y reparación de la mielina y axones y  (C) la inmunomodulación de la respuesta 
inflamatoria. Modificado de Auletta y cols. [283]. 
 
 
9.2.4. MSCs derivadas de tejido adiposo (AdMSCs) 
Las células madre mesenquimales residentes en el tejido adiposo (AdMSCs, 
del inglés "adipose-derived mesenchymal stem cells"), presentan las mismas 
propiedades descritas hasta ahora para las MSCs y es la población celular 
utilizada en este estudio. 
Inicialmente, el tejido adiposo se consideraba méramente un reservorio de 
energía, pero hoy en día está reconocido, además, como un órgano endocrino 





sensibilidad a insulina y la inflamación [324-325]. En él residen distintos tipos 
celulares, entre las que se encuentran las AdMSCs. Las AdMSCs fueron descritas 
por primera vez en el año 1972, como células adherentes precursoras de 
adipocitos [324]. En el año 2001, el grupo de Zuk, aisló por primera vez AdMSCs a 
partir de lipoaspirados de grasa humana, determinando que mostraban las 
mismas propiedades descritas para las MSCs [326]. En los últimos años, el interés 
por las AdMSCs se ha incrementado debido a que representan no solo una fuente 
reparadora del tejido, sino que además tienen propiedades inmumoduladoras 
[204,250,258], posibilitando su uso como terapia celular en enfermedades 
autoinmunes. 
La obtención de MSCs a partir de tejido adiposo presenta una serie de 
ventajas con respecto a otras fuentes de células madre, como las BM-MSCs:  
 Al ser un tejido abundante y fácilmente accesible, las técnicas de 
obtención y aislamiento de las células son menos invasivas y costosas  
[250]. 
 Constituye un gran reservorio de MSCs, con un mayor ratio de MSCs que en 
médula ósea [250,327].  
 Las AdMSCs presetan una tasa de proliferación mayor que las BMMSCs 
[304], son fáciles de cultivar y a pases altos mantienen el fenotipo, la 
capacidad de diferenciación [204] y una baja aparición de alteraciones 
cromosómicas [328]. 
 Suponen una fuente atractiva y segura para transplantes autólogos, lo que 
evita problemas de histocompatibilidad y la aparición de rechazos [329-
330]. 
 Expresan en superficie el monómero CD49d (subunidad alpha-4 (α-4)) que, 
junto a CD29 (molécula beta1 (β-1)), forman el la integrina VLA-4, ligando 
del receptor VCAM-1, y responsable de la extravasación celular, que 
favorece la migración celular y el anidamiento en tejidos diana [331-332].  
 
 




9.2.5. Terapia con MSCs en la EM. 
 Numerosos trabajos preclínicos demuestran los efectos inmunomoduladores 
de la terapia autóloga con MSCs en modelos de EAE, en los que se detecta un 
menor número de infiltrados de células proinflamatorias con un menor grado de 
desmielinización y pérdida axonal, lo que se ve reflejado en una disminución en el 
número de brotes y una reducción de la gravedad del curso de la enfermedad 
[204,250,254,315,333]. Aunque el tratamiento con MSCs es más efectivo en 
lesiones con procesos inflamatorios activos sin daños inrreversibles [334], 
también se han obtenido resultados positivos en cursos progresivos de la 
enfermedad con lesiones crónicas [250]. Además, se ha descrito la capacidad de 
las MSCs de migrar por el torrente sanguíneo, tras su administración iv, y anidar 
en distintos órganos como los nódulos linfáticos o las zonas de inflamación del 
SNC, siendo detectadas incluso varias semanas post-administración 
[252,328,335]. En este nicho o microambiente inflamatorio, las MSCs generan un 
efecto neuroprotector mediante la secreción de factores tróficos y el 
reclutamiento de progenitores neurales locales, entre otros [336-337]. 
 Ensayos clínicos 
La obtención de resultados positivos en los estudios con diferentes modelos 
animales [338]  promueve el inicio de la investigación traslacional con MSCs para 
el tratamiento de distintos tipos de enfermedades [339]. Al ser utilizados como 
fármacos, surge la necesidad de llevar a cabo su producción y expansión bajo 
unos controles de calidad establecidos de acuerdo a protocolos de "buenas 
prácticas de producción" (GMP, del inglés "good manufacturing practice") 
[258,340-342]. En los últimos años, el número de ensayos clínicos con MSCs en 
pacientes con enfermedades que afectan al SNC se ha incrementado [343], 
aunque también se ensayan en muchas otras enfermedades como la diabetes tipo 
I y II, la cirrosis hepática, la retinitis pigmentaria o enfermedades 
cardiovasculares entre otras (www.ClinicalTrials.gov).  
Actualmente, debido a las numerosas ventajas que presentan las AdMSCs 
frente a otras MSCs obtenidas de distintos tejidos,  han adquirido un papel más 
relevante en investigación biomédica, siendo objeto de estudio de diversas líneas 





total de 56 ensayos clínicos con AdMSCS registrados en bases de datos como 
www.ClinicalTrials.gov. La mayoría son ensayos clínicos en fases I y II, en los que 
se evalúa la seguridad y tolerancia del tratamiento, la relación entre la eficacia 
terapéutica y su toxicidad, la dosis y frecuencia de administración óptimas [187] y 
las vías adecuadas de administración [283,343] .  
En la provincia de Málaga se han desarrollado varios ensayos clínicos con 
AdMSCs, liderados por el grupo del Dr. Óscar Fernández. Uno, en pacientes con 
Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), aún en periodo de reclutamiento de 
pacientes, y otro, más avanzado, en pacientes con EM. El estudio en  EM se llevó a 
cabo en pacientes con EMSP, con EDSS ≥ 5.5 y ≤ 9, que no respondían 
adecuadamente a otros tratamientos inmunomoduladores o inmunosupresores. 
Las dosis ensayadas fueron de 1x106 y 4x106 células por kg de peso corporal. 
Debido a la reciente finalización del estudio (junio del 2015) los resultad os 
obtenidos están aún pendientes de publicación (base de datos 
www.ClinicalTrials.gov). También se están realizando ensayos clínicos en 
pacientes con enfermedades del sistema digestivo como la incontinencia fecal, en 
fase I-II. 
9.3. Terapia génica. 
Una de las características de las MSCs, mencionada anteriormente, es su 
capacidad para migrar hacia el tejido dañado atraídas por factores quimiotácticos 
liberados en procesos inflamatorios [250,302,309,321,323]. Esta capacidad las 
propone como posible vehículo transportador de fármacos a las zonas diana de 
lesión. Así, si estas células se modifican genéticamente para expresar un 
compuesto de acción terapéutica, se conseguirá por un lado los efectos 
beneficiosos de las MSCs y, por otro, el efecto terapéutico del fármaco que 
transportan. Esto se realiza mediante lo que se denomina terapia génica: la 
inserción de un transgen de interés en una célula diana, la cual se trasplanta en el 
organismo del hospedador que se pretende tratar [322]. 
La inserción del transgen se lleva a cabo mediante vectores virales de gran 
infectividad. Los vectores virales más usados son los lentivirus (virus de la 
inmunodeficiencia humana tipo I (VIH-I)) y los gamma-retrovirus, pertenecientes 




a la familia Retroviridae. Los lentivirus son retrovirus complejos ya que, además 
de codificar para las estructuras comunes con los demás retrovirus (gag, pol y 
env), codifican para otras proteínas reguladoras. Son capaces de infectar a todo 
tipo de células, tanto quiescentes como en división,  y permiten insertos de 
tamaño medio que integran en el genoma de la célula huésped permitiendo su 
expresión a largo plazo. Esta inserción ocurre al azar, lo que puede provocar 
mutaciones por recombinación. 
Aunque la terapia génica podría aumentar la eficiencia de la terapia con 
MSCs, puede presentar una serie de efectos secundarios indeseables como la 
activación del SI provocada por el propio transgen o su inserción cerca de genes 
clave para una correcta regulación de la función (genes reguladores), que 
desencadene otro tipo de enfermedad. Esto depende de factores como: el vector 
utilizado, la dosis y el tipo de transgen, la vía de administración, el tejido diana, 
etc. 
Algunos autores han intentado incrementar el potencial terapéutico de las 
MSCs mediante la expresión de diferentes genes [344-346]. El objetivo ha sido 
transportar nuevos agentes terapéuticos a las zonas de inflamación y que la 
expresión del gen transportado potencie tanto la capacidad de anidamiento como 
los efectos inmunomoduladores y neurorregenerativos de las MSCs.  
En la actualidad, diferentes estudios han descrito esta terapia en modelos de 
EAE, como el tratamiento preventivo con AdMSCs modificadas genéticamente 
para expresar IL10, que induce un retraso o incluso la inhibición completa de la 
aparición de la sintomatología [347], o el tratamiento con AdMSCs modificadas 
para producir VIP (péptido intestinal vasoactivo) de forma constitutiva, que 
provoca la inhibición de las células T autoinmunes, la reducción de la astrogliosis 
y el incremento de la supervivencia neuronal [348].  
También se han realizado ensayos en EAE con BM-MSCs modificadas con el 
gen del IFNβ, donde los resultados indicaron una modulación del curso clínico de 
la enfermedad con una disminución de la gravedad acompañada de una 
disminución en el número de infiltrados inflamatorios, un incremento de los 
efectos inmunomoduladores (aumento de cks antiinflamatorias (IL10, IL4 y TGF-β) 
y descenso de las proinflamatorias (TNFα, IFNγ, y IL12)), una disminución de los 





Además, se han llevado a cabo estudios preclínicos con MSCs modificadas 
para expresar IFNβ en modelos animales de enfermedades tumorales, 
demostrando ser un buen vehículo para llegar a la zona de daño y liberar allí el 
producto del gen insertado, aumentando así la eficacia del tratamiento celular 
[350].  
Teniendo en cuenta las ventajas que puede ofrecer la terapia génica, este 
trabajo se ha orientado hacia la evaluación de la eficacia de las AdMSCs 
modificadas para sobreexpresar el gen del IFNβ, buscando la mejora de la eficacia 
terapéutica del inmunomodulador y la obtención de los efectos beneficiosos de 


























EL IFNβ ha sido, hasta hace muy poco, uno de los fármacos más utilizados en 
el tratamiento de la EM debido a su efecto inmunomodulador, antiproliferativo y 
antiviral. Sin embargo, no produce efectos beneficiosos en todos los pacientes ya 
que existe un 35-45% de pacientes que no responden a él [227], surgiendo la 
necesidad de desarrollar nuevos tratamientos.  
En este contexto, se ha observado que las AdMSCs presentan capacidad 
inmunomoduladora [351-352], neuroprotectora [252,310] y regeneradora del 
tejido dañado [250], en modelos animales de enfermedades inmunomediadas 
tales como la EAE, lo que las hace buenas candidatas como terapias alternativas 
para la EM. Además, su capacidad de migración hacia el tejido dañado les 
confiere potencial para ser utilizadas como transportadoras de factores 
terapéuticos hacia las zonas lesionadas del SNC [250,353].  
Por ello, nos planteamos desarrollar una terapia génica con AdMSCs 
transducidas con el gen del IFNβ (AdMSCs-IFNβ), que constituiría una fuente de 
liberación sistémica de la proteína (aumentando su biodisponibilidad hasta 
niveles terapéuticos) en las zonas dañadas [353-354]. Con este acercamiento, 
esperaríamos encontrar, no solo el efecto beneficioso de la terapia celular, sino 
también el efecto producido por el IFNβ sintetizado por estas células. 
 



















El objetivo general de este trabajo es evaluar la eficacia terapéutica de las 
terapias celular con AdMSCs y génica con AdMSCs modificadas genéticament e 
para producir IFNβ (AdMSCs-IFNβ), en modelos experimentales de EM. 
Para ello, nos planteamos 4 objetivos principales: 
1. Caracterización exhaustiva de la población de AdMSCs obtenida de la cepa de 
ratón SJL/JCrL: 
- Se determinarán las características biológicas relativas a la morfología, 
tasa de crecimiento, inmunofenotipo y capacidad de diferenciación. 
Los resultados se compararán con los obtenidos de las AdMSCs de la cepa de 
ratón C57BL/6, que son células ampliamente caracterizadas en la literatura 
[250,252,285,287,300,328]. 
2. Generación de líneas de AdMSCs secretoras de IFNβ (AdMSCs-IFNβ) mediante 
transducción con vectores lentivirales. Caracterización de dichas líneas.  
3. Evaluación de los efectos de las terapias celulares autóloga, alogénica y 
génica (AdMSCs-IFNβ) en dos modelos experimentales de EM (EAE-CP y EAE-
RR) sobre: 
- El curso clínico de la EAE (mejora de la sintomatología, capacidad física).  
- Los procesos fisiopatológicos (proinflamatorios, desmielinizantes y 
neurodegenerativos) y lesiones en el SNC, propios de la enfermedad . 
Como control positivo, se utilizará el tratamiento con IFNβ. 
4. Estudio de la migración de las AdMSCs administradas como terapia autóloga y 
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10. Animales de experimentación. 
Todos los experimentos se llevaron a cabo en ratones adultos (de entre 6-8 
semanas), hembras, de cepas endogámicas C57BL/6 (H2B) (C57) y SJL/JCrl (H2S) 
(SJL), adquiridos en los laboratorios Charles Rivers (Alemania).   
Tras una semana de aislamiento, los ratones se alojaron en habitaciones lib re 
de patógenos, en jaulas de plástico transparentes con acceso a comida y agua "ad 
Líbitum", a temperatura (Tª) de 23±1°C y ciclos de luz/oscuridad (12/12h) 
controlados. 
Todos los procedimientos se realizaron conforme a las leyes de investigación 
animal europea (Consejo Directivo de la Comunidad Europea 2010/63/EU, 
90/219/EEC, Regulación (EC) Nº 1946/2003) y de acuerdo a las guías regionales y 
nacionales para animales de experimentación y uso de organismos modificados 
genéticamente (Real Decreto 53/2013 y 178/2004, Ley 32/2007 y 9/2003, Decreto 
320/2010). 
CARACTERIZACIÓN DE LAS AdMSCs DE RATONES SJL/JCrl. 
11. Aislamiento, cultivo y expansión de AdMSCs de ratones C57 (C57-AdMSCs) y 
SJL (SJL-AdMSCs). 
Las AdMSCs se extrajeron de la zona abdominal de los ratones de ambas 
cepas, siguiendo el protocolo previamente descrito [204]. Brevemente, los 
ratones se sacrificaron por dislocación cervical, se anclaron a una superficie fija y, 
mediante el uso de material quirúrgico debidamente esterilizado, se realizó una 
incisión caudo-rostral del tejido cutáneo, dejando libre el acceso a la zona 
abdominal donde se localiza la grasa blanquecina rica en AdMSCs (Figura 13). 
 







Figura 13. Exposición del tejido adiposo abdominal subyacente al tejido cutáneo.  
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Debido a la escasez de tejido adiposo abdominal en estas cepas, se mezcló 
tejido de al menos dos ratones de la misma cepa (genéticamente idénticos y de la 
misma edad) en cada extracción, para obtener una densidad celular suficiente 
para una adecuada viabilidad y expansión del cultivo.  
Una vez aislado, el tejido adiposo se lavó en medio de cultivo DMEM (Sigma-
Aldrich Química, S.L, Madrid, España), bajo en glucosa, 0% de suero fetal bovino 
(FBS, del inglés "fetal bovine serum"), se sometió a disgregación mecánica 
mediante bisturí o tijeras y, seguidamente, a digestión enzimática con colagenasa 
A (Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ,  USA), a una concentración de 2 
mg/mL en el mismo medio de cultivo, durante 2 h, a 37° C. Seguidamente, se 
realizaron una serie de lavados y filtrados para eliminar los restos de tejido y 
obtener un pellet más puro con células de la fracción vásculo-estromal del tejido 
adiposo. 
El pellet resultante se resuspendió en 1 mL de medio completo MesenCult® 
(medio basal, con un estimulador del crecimiento de células mesenquimales de 
ratón (STEMCELL Technologies; Grenoble, Francia)) , suplementado con 
estreptomicina y penicilina al 1% (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) , y 
se hizo un recuento celular mediante el  “test de exclusión con azul tripán” en 
cámara de Neubauer: El azul tripán es un colorante azoico que atraviesa la 
membrana de células muertas. De esta forma las células no viables aparecen de 
un color azul oscuro, mientras que las células vivas excluyen el colorante y no se 
tiñen (tinción por exclusión del colorante). 
Para ello se mezclaron 10 µL del volumen celular anterior con 10 µL de azul 
tripán (dilución 1:1) y se cargaron en la cámara. Seguidamente se contaron las 
células vivas que existían en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 (Figura 14). La media de 
células de los 4 cuadrantes se multiplicó por 2 (factor de dilución de la tinción) y 
por 10.000 (factor de la cámara que sirve para relativizar el volumen a  mililitro, 
ya que el volumen contado por cuadrante es 0,1 mm3=0,1 µl), y así se obtuvo el 
número de células viables por mililitro de medio.  
 




                                 
 
Figura 14. Esquema representativo de una cámara de Neubauer. Las zonas 
numeradas se utilizan para recuento de células de mayor  tamaño y la zona 
central para aquellas de menor tamaño.  
 
 
Tras el recuento celular del pellet, las células se sembraron en placas de 
cultivo convencionales de 6 pocillos (9,6 cm2) (VWR, S.L., Barcelona, España), 
suspendidas en medio MesenCult®, a densidades comprendidas entre 7x105 - 
1x106 células por pocillo (72.917células/cm2 - 104.167células/cm2), y se 
incubaron en estufa en condiciones estándar  (37° C, 5% CO2  y O2 atmosférico 
(20%)).  
Como las AdMSCs crecen adheridas al plástico, se realizaron varios lavados 
exhaustivos transcurridas 24 horas post-siembra, para eliminar las células en 
suspensión. Los cambios de medio se hicieron a diario durante los primeros 3 -4 
días, y cada 2 días durante la expansión del cultivo.  
Cada pase o subcultivo se llevó a cabo cuando se alcanzó en el pocillo una 
semiconfluencia celular del 80%. Se siguió un protocolo básico de subcultivo; tras 
2 lavados con tampón fosfato salino (PBS, del inglés "phosphate buffered saline"), 
se incubó durante 1 minuto con 0,4 mL de tripsina-EDTA 1X (Labclinics SA, 
Barcelona, España) para despegar las células adheridas al plástico. Una vez 
despegadas se neutralizó la tripsina con medio MesenCult®, se centrifugó a 300g 
durante 8 minutos, se decantó el sobrenadante y se resuspendió el pe llet en 1 mL 
de medio MesenCult® para hacer recuento celular en cámara de Neubauer  y 
posterior siembra.  
Este protocolo de subcultivo se repitió durante la fase de expansión hasta el 
pase 15 (p15), con siembras en frascos de cultivo de 75 cm2 (T75, ALBUS, ESPAÑA) 
a una densidad celular de 9x105 células (12x103células/cm2) en cada pase. 
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Para la conservación a largo plazo, las AdMSCs se almacenaron en nitrógeno 
líquido, en alícuotas de al menos 1,5x106 células/mL en medio DMEM bajo en 
glucosa, con 40% de FBS. 
12. Caracterización de las AdMSCs. 
Se determinaron la morfología, la tasa de crecimiento, inmunofenotipo y 
multipotencialidad de las células aisladas de ambas cepas, en los distintos pases 
de cultivo. 
12.1. Morfología 
Se determinó la morfología celular en los 15 pases de cultivo mediante 
observación directa a través de un microscopio trinocular invertido de contraste 
de fases (Leica DMIL LED, Leica Microsystems, Inc., Barcelona, España) a 
aumentos de 10X. 
12.2. Tasa de crecimiento  
Se estimó la tasa de crecimiento de las AdMSCs, determinándose el tiempo 
en horas que tardaban los cultivos en alcanzar el 80% de semiconfluencia y , 
mediante la aplicación de la ecuación de Schwartz [304,355](Ecuación 1), se 
calculó el tiempo que tardaba la población celular en duplicarse (DT, del inglés 
"doubling time"). El dato obtenido de DT es inversamente proporcional a la tasa 
de crecimiento de las AdMSCs. 
 
                                
Ecuación 1. Fórmula de Schwartz. DT es el tiempo de duplicación de la población, t el intervalo 
de tiempo entre dos medidas (de pases consecutivos), Dt el número de células obtenido en la 








12.3. Perfil de expresión de marcadores de membrana.  
Los porcentajes de expresión de marcadores de membrana, además del 
tamaño y granularidad de las poblaciones de AdMSCs, se determinaron mediante 
citometría de flujo. 
Las poblaciones celulares se marcaron específicamente con Ac s monoclonales 
de rata, que reaccionaban específicamente frente a los marcadores estromales de 
ratón: CD90.2 unido al fluorocromo  ficoeritrina (PE) (eBioscience, San Diego, CA), 
CD106 unido a isotiocianato de fluoresceína (FITC) y CD44 unido a aloficocianina 
(APC) (Becton Dickinson, New Jersey, USA), y hematopoyéticos: CD45-APC 
(Miltenyi Biotec S.L., Madrid, España), CD34-PE y CD14 unido a aloficocianina-Cy7 
(APC-Cy7) (Becton Dickinson, New Jersey, USA) (ver ANEXO I para descripción más 
detallada de cada marcador).  
Para ello, se alicuotaron 1x105 células resuspendidas en volúmenes de 100 µL 
de PBS 0,1M. Seguidamente, se incubaron durante 30 min a 4° C con las 
siguientes combinaciones de anticuerpos: grupo 1: CD106-FITC/CD34-PE/CD44-
APC y grupo 2: CD90.2-FITC/CD45-APC/CD14-APC-Cy7. Transcurrido el tiempo de 
incubación se lavó con 1 mL de PBS 0,1M, se centrifugó a 300 g 6 minutos, se 
decantó, se resuspendió el pellet con el volumen residual resultante 
(aproximadamente 200 µL) y se fijó con 40 µL de paraformaldehido al 1% (PFA 
1%) (Sigma-Aldrich Química, S.L, Madrid, España). Como controles negativos se 
utilizaron células no marcadas (para sustraer la autofluorescencia celular) y 
controles isotípicos asociados a cada Ac (para sustraer la señal de fondo 
procedente de uniones inespecíficas): Rata IgG2a,κ para FITC y PE, Rata IgG2b 
para APC y Rata IgG1,κ para APC-Cy7. 
El análisis de los marcadores de membrana de cada población de AdMSCs se 
realizó a partir de al menos 5.000 eventos celulares, en un citómetro de flujo 
FACSCanto II, mediante el software FACSDiva (Becton Dickinson, New Jersey, 
USA). Se siguió un criterio de selección negativa de los datos obtenidos (Figura 
15) y una posterior clasificación, similar a la descrita por Bourin y col s. [356] para 
células madre mesenquimales (- = <2%,  ± = >2-30%, + = >30-70%, ++= >70%). 
El análisis se llevó a cabo en los pases del 3 al 15, en al menos 4 réplicas por 
pase de cultivo de AdMSCs de cada cepa. 





































Figura 15. Análisis poblacional representativo, basado en estrategia de selección negativa.  De 
la población celular adquirida, marcada como p1, se escogieron tan solo aquellos eventos que 
fueron negativos para marcadores hematopoyéticos ((B) CD34 y (C) CD45 y CD14), a partir de los 
cuales, se seleccionaron los eventos positivos para los marcadores mesenquimales CD106, CD44 
y CD90.2. Los controles isotípicos (A) se emplearon para descartar los falsos positivos gen erados 
por uniones inespecíficas.  
(A) Controles isotípicos 
(B) Grupo 1 
(C) Grupo 2 




12.4. Potencial de diferenciación de las AdMSCs. 
Se analizó, por duplicado, la multipotencialidad de las AdMSCs a través de su 
capacidad de diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica, y la 
pluripotencialidad por la capacidad de transdiferenciación a células neuronales, 
en los pases 7 y 15. 
Para ello, se usaron medio de crecimiento MesenCult® completo y medio de 
diferenciación "Ready-to-use" (PromoCell GMBH, Heidelberg, Alemania), 
complementado con penicilina/estreptomicina al 1% y con suplementos 
específicos para cada proceso de diferenciación (C-39811 para adipogénesis, C-
28013 para osteogénesis, C-39812 para condrogénesis y C39815 para 
neurogénesis, de la misma casa comercial que el medio de diferenciación). En 
todos los experimentos, los cambios de medio se realizaron cada dos días. El 
procedimiento se realizó siguiendo los protocolos indicados por el fabricante para 
cada tipo de diferenciación con pequeñas variaciones:  
 Diferenciación adipogénica: Se sembraron 6x104 AdMSCs por pocillo en 
placas de cultivo de 24 pocillos (3x104 células/cm2). Se incubaron en condiciones 
estándar de Tª y CO2 (37° C  y 5%) hasta alcanzar el 80% de semiconfluencia, 
momento en el que se les cambió el medio de crecimiento por el de inducció n 
de la diferenciación adipogénica. Transcurridos 14 días de incubación en dicho 
medio, las células se fijaron con PFA 4% (Sigma-Aldrich), se tiñeron con un 
preparado de rojo oleoso (al 0,3% en isopropanol y diluido en agua destilada en 
una proporción 3:2) (Sigma-Aldrich Química, S.A., Madrid, España), que facilita 
la observación de vesículas lipídicas características de adipoc itos y, 
seguidamente, se contra-tiñeron con Hematoxilina de Harris (PANREAC QUÍMICA 
S.L., Barcelona, España) y se dejaron en PBS 0,1M hasta su visualización al 
microscopio óptico. 
 Diferenciación osteogénica: El número de AdMSCs sembradas y las 
condiciones de cultivo fueron los mismos que para la diferenciación 
adipogénica. Transcurridos 21 días de incubación con el medio de diferenciac ión 
osteogénica, las células se fijaron con PFA 4%, se tiñeron con una solución de 
rojo alizarín (Sigma-Aldrich Química, S.A., Madrid, España), que permite ver los 
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depósitos de calcio, se lavaron varias veces con agua destilada y permanecieron 
en PBS 0,1M hasta su visualización. 
 Diferenciación condrogénica: Se sembraron 1x105 células en placas de 96 
pocillos (con fondo en "U") y se cultivaron en condiciones estándar de CO 2  y Tª 
hasta la aparición de estructuras esferoides, momento en el que se incubaron 
con el medio de diferenciación condrogénica. Transcurridos 21 días de 
incubación, las esferas se fijaron con PFA 4% y se cortaron en micrótomo de 
congelación (Microm HM450) a 25 micras de grosor. Los cortes se montaron y se 
dejaron secar sobre portas polilisinados durante 24 h. Posteriormente, se 
hidrataron y se tiñeron con azul alciano 8GX (Fluka analytical, Sigma -Aldrich 
Química, S.A., Madrid, España), durante 30 minutos, para marcar proteoglicanos 
propios del cartílago, y se contratiñeron con Solución "Nuclear fast red" (Sigma-
Aldrich Química, S.A., Madrid, España). Tras varios lavados con agua corriente y 
con agua destilada se deshidrataron en una cadena de alcoholes de grado 
creciente: [70% (v/v), 5 min; 96% (v/v), 2 x 5 min; 100% (v/v), 2 x 10 min] y se 
aclararon o diafanizaron en xilol (2 x 10 min). El montaje se realizó en medio de 
montaje de resina sintética, dpx (Sigma-Aldrich).  
 Transdiferenciación neurogénica: Se sembraron AdMSCs a una densidad de 
16.000 células por pocillo, en placas de 24 pocillos  (8.000 células/cm2) tratadas 
con fibronectina (PromoCell GmbH, Alemania). Se incubaron en condiciones 
estándar hasta alcanzar una semiconfluencia del 80%. Transcurridos 5 días de 
incubación con el medio de diferenciación se fijaron con PFA 4%, se tiñeron con 
cresil violeta al 0,5% (Sigma-Aldrich Química, S.A., Madrid, España) que marca 
los núcleos y los cuerpos de nissl presentes en células neuronales , y se lavaron 
varias veces con PBS 0,1M, donde se dejaron hasta su visualización al 
microscópio óptico. 
En todos los ensayos, las células control se sometieron a los mismos 
procedimientos, pero en vez de incubarlas con medio de diferenciación 
específico, permanecieron en cultivo con medio de crecimiento MesenCult® 
 




GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LÍNEAS DE AdMSCs SECRETORAS DE IFNβ. 
13. Generación de líneas celulares AdMSCs-IFNβ. 
Se llevó a cabo en colaboración con el grupo de Terapia Génica y Celular , 
liderado por el Doctor Francisco Martín, del centro Pfizer-Universidad de 
Granada-Junta de Andalucía de Genómica e Investigación Oncológica (GENYO). 
Para la generación de líneas de AdMSCs secretoras de IFNβ, se introdujeron 
variaciones en el material genético de las SJL-AdMSCs mediante la inserción del 
gen del IFNβ (AdMSCs-IFNβ), a través de vectores lentivirales (CIFNβwp). 
13.1. Construcción lentiviral 
Para construir las partículas víricas lentivirales, capaces de transducir células 
eucariotas, se utilizaron dos plásmidos: el plásmido VSVG-G (pMD.G), que 
codifica para el gen env (proteína estructural de la envuelta vírica), y el plásmido 
empaquetador del VIH (pCMVDR 8.9 o pΔ8.9), que porta los genes gal-pol, que 
codifican para proteínas estructurales y enzimáticas respectivamente (encargadas 
del empaquetamiento del lentivirus) [357-359]. Con ambos plásmidos se formó 
una construcción génica similar en todos los lentivirus (gag-pol-env). Los 
plásmidos fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Trono al grupo de Terapia 
Génica y Celular del GENYO.   
Se construyeron 2 plásmidos lentivirales idénticos que tan sólo diferían en el 
transgen insertado. Para ello, se amplificaron los genes que se iban a insertar en 
los vectores mediante técnicas de PCR (reacción en cadena de la polimerasa). 
Seguidamente, se corrieron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio, se 
aisló el fragmento correspondiente a cada gen (Perfectprep Clean up, Eppendorf), 
y se ligaron a estructuras lentivirales (kit de ligación de Roche) fomándose: 
- Por un lado, el vector LentieGFP (CEwp) (control positivo): se obtuvo 
reemplazando el promotor SFFV, de la construcción pHRSIN-CSEW (SEWP, del 
laboratorio de A.J. Thrasher), por el producto de PCR de un fragmento del gen de 
la proteína verde fluorescente mejorada (eGFP) que contenía el promotor CMV 
con los sitios EcoRI/Bam HI, obtenidos a su vez por PCR, usando los cebadores: 
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EcoRI FW: 5’-CCG GAA TTC GTT GAC ATT GAT TAT TGA CTA y BamHI RV: 5’-CGC 
GGA TCC CGG AAG ATG GAT CGG TCC, usando como molde el pcADN4/TO.  
- Por otro, se formó el vector LentiIFNβ (CIFNbwp) (con el gen de interés): se 
obtuvo mediante el protocolo descrito para la formación de LentieGFP pero, en 
este caso, insertando el producto de PCR correspondiente a la secuencia de ARN 
mensajero del interferón beta 1 de fibroblasto de ratón (IFNβ1) (Secuencia ID: 
ref|NM_010510.1) (Genescript, USA) (Figura 16), flanqueado con secuencias de 
reconocimiento de corte para las enzimas de restricción BamHI/PstI y con una 





































































 Figura 16. Mapa del vector CIFNβwp (imagen cedida por el grupo de Terapia Génica y Celular 
del centro Pfizer de Genómica e Investigación Oncológica  (GENYO)). Frame shift: zona de cambio 
de pauta de lectura; CMV: promotor de citomegalovirus; ORF: fragmento de lectura abierto; 
SV40: promotor-potenciador procedente del virus SV40. WPRE: secuencias conocidas 
potenciadoras de la expresión;  Secuencias LTR: repeticiones terminales largas; mouse IFN beta: 
gen del interferón beta de ratón; el gen de resistencia a la ampicilina y numerosos lug ares de 
restricción entre otros. 
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13.2. Transfección celular de ADN plasmídico con lipofectamina.  
Para la transfección celular se utilizaron el lentivirus del VIH modificado 
(pΔ8.9) como estructura empaquetadora de plámidos, y el plásmido VSV-G 
(pMD.G) [357-358]. 
 Preparación del complejo de ADN y de la lipofectamina (LIPOD293)  
Se llevó a cabo siguiendo los protocolos previamente descritos por Toscano y 
cols., 2004 [359]. Brevemente; se preparó una dilución total de 15 µg de un 
complejo de ADN formado por tres plásmidos: pΔ8.9, pMD.G y CIFNβwp, ó CEwp 
como control positivo, en una proporción 3:2:1 respectivamente, en un volumen 
final de 500 µL de medio OPTIMEM a 4° C (Life Technologies S.A. España, Madrid), 
al 0% FBS y sin antibiótico.  
Por otro lado, se diluyeron 45 µL de lipofectamina (LipoD293, Invitrogen, 
Carlsbad, CA) por cada 500 µL de OPTIMEM  (al 0% FBS y sin antibióticos ).  
Ambos preparados se incubaron por separado durante 5 min y 
posteriormente juntos, en una proporción 1:1, durante 20 minutos más para dar 
lugar a la formación de micelas con el ADN en su interior.  
 Producción lentiviral y titulación vírica.   
Para la obtención de los lentivirus, las micelas formadas, unas con el gen del 
IFNβ (con el plásmido CIFNβwp) y otras con el gen de referencia eGFP (plásmido 
control, CEwp), se añadieron por separado a distintos cultivos (en confluencia) de 
células humanas embrionarias de riñón transformadas (293T o HEKT, de 
crecimiento rápido y óptimo para la producción vírica) , y se incubaron para su 
transfección durante 5 h.  
Transcurrido dicho tiempo, se retiró el medio y se añadió medio de 
crecimiento DMEM completo, 10% FBS, alto en glucosa. La recogida de medio con 
los virus secretados se realizó a las 48, 72 y 96 horas post -transfección, y una 
parte del volumen recogido se concentró a través de filtros concentradores con 
membrana de celulosa (100 KDa, ADMICON, MILLIPORE IBERICA S.A., Madrid).   
Posteriormente, se calculó el título vírico o concentración vírica óptima 
capaz de infectar a razón de 1 vector por célula. Para ello, se sembraron células 
293T (a pases bajos, p2 o p3) a una densidad de 1x105 por pocillo, en placas de 24 




pocillos (5x104 células/cm2), y se dejaron crecer durante 24 h. Una vez 
confluentes, se incubaron con distintos tratamientos: con medio DMEM (blanco), 
con diluciones seriadas de partículas víricas CEwp sin concentrar, y  
concentradas.  Tras un período de incubación de 5h se retiró el medio con CEwp, 
se añadió medio fresco y se dejaron crecer varios días antes de determinar el 
porcentaje de células 293T portadoras del gen eGFP mediante citometría de flujo. 
Los porcentajes de emisión obtenidos en cada incubación fueron proporcionales 
al número de copias del vector insertadas por genoma celular, determinando qué 
concentración vírica era la más óptima para obtener valores de inserción de un 
vector por célula.  
El título vírico obtenido para Cewp en células 293T, se extrapoló a las 
partículas víricas CIFNβwp, estimándose así la concentración óptima de partículas 
víricas CIFNβwp necesarias para llevar a cabo la transducción de las SJL-AdMSCs 
de forma más eficiente. Los datos del título vírico fueron corroborados mediante 
técnicas de PCR cuantitativa (qPCR), a través de la cual se calcula el número real 
de copias insertadas. 
13.3. Transducción de SJL-AdMSCs. 
Para realizar cada proceso de transducción se incubó 1 x 106 de SJL-AdMSCs 
en suspensión con 250 µL del lentivirus CIFNbwp, a una concentración de 53X 
(según los datos obtenidos en la titulación vírica) durante 2 min, en un volumen 
final de 1,5mL de medio completo MesenCult®. Seguidamente, se sembraron en 
placas de cultivo de 6 pocillos (104.167 células/cm2) y se incubó durante 5 h. 
Transcurrido dicho tiempo, se lavaron, tripsinizaron y se subcultivaron en frascos 
de cultivo de 25 cm2 (T25). Todos los cultivos se expandieron en frascos de cultivo 
T75 en medio completo MesenCult®, a una densidad celular de 9 x 105 células 
(12x103células/cm2). 
Las AdMSCs se sometieron a un máximo de 3 procesos de transducciones 
consecutivas (a pases bajos, p2/p3) sobre una misma población celular, donde 
cada transducción recibió el nombre de HIT (1HIT, 2HITs y 3HITs).  Tras cada 
transducción la línea celular se dividió en dos, quedando una línea transducida y 
otra que volvió a someterse a otro proceso de transducción similar, hasta realizar 
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un total de 3 HITs en una misma línea de AdMSCs. De esta forma, se generaron 3 
líneas de AdMSCs secretoras de IFNβ (AdMSCs-IFNβ), que se denominaron 1Hit, 
2Hits y 3Hits, haciendo referencia al número de transducciones que han recibido. 
14. Cuantificación de la integración del gen IFNβ en cada HIT. 
Para determinar de forma más exacta la capacidad de integración del vector  
CIFNβwp en el ADN de cada uno de los HITs creados, se llevó a cabo la extracción 
de todo el ADN celular y la posterior cuantificación del inserto , mediante una  
PCR cuantitativa (qPCR) [361]. Brevemente, se aisló el ADN genómico de 100.000 
células (0,6 µg de ADN genómico=sobre 100.000 genomas=100.000 células) 
mediante el kit de extracción QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). La cantidad de ADN 
extraído se cuantificó por espectrofotometría, mediante Nanodrop 2000 UV -Vis 
Spectrophotometer. Seguidamente, se amplificó la región correspondiente al 
inserto de interés en un sistema de PCR a tiempo real Mx3005P (Agilent), 
mediante primers específicos de las secuencias potenciadoras de la expresión 
WPRE, presentes en el vector: WPRE-F: 5´-CACCACCTGTCAGCTCCTTT y WPRE-R: 
5´- ACAACACCACGGAATTGTCA. Los parámetros de la PCR fueron:  
 
                          
Así, se obtuvo un valor específico de cada fragmento de ADN a amplificar, 
correspondiente al número de ciclos de PCR necesarios para que se produzca un 
aumento de fluorescencia significativo con respecto a la señal basal o threshold 
(Ct). El valor resultante de dividir el valor de Ct por el número de células de 
partida (1x105) determinó el número de copias del vector CIFNβwp insertado en 
cada célula. 
Como control interno se utilizó el vector sewp (retrovirus sffv (del 
inglés "spleen focus forming virus"), portador del gen reportero eGFP) en células 
K562 (línea celular humana de leucemia mielogénica), con el que se calculó por 




un lado una curva patrón a partir de concentraciones conocidas del plásmido 
(101-107 número de copias en escala logarítmica), mediante PCR a tiempo real, y 
por otro, la emisión de fluorescencia que, tras ser recogida por citometría de 
flujo, permitía calcular el porcentaje de integración alcanzado, corroborando 
doblemente la fiabilidad de los resultados. 
15. Verificación de la producción de IFNβ in vitro. 
Para detectar que las AdMSCs-IFNβ eran capaces de producir y secretar IFNβ 
al medio según los distintos HITs recibidos, se llevó a cabo un inmunoensayo tipo 
sandwich (ELISA).  
Para ello, se sembraron 1x106 de células, tanto de SJL-AdMSCs (control), 
como de AdMSCs-IFNβ transducidas a distintos HITs, en frascos de cultivo de T25 
(40.000 células/cm2) en los pases 7-8. Se recogieron los sobrenadantes de cada 
cultivo celular tras 24 y 48 h post-siembra (aproximadamente 4 mL por frascos de 
cultivo) y se concentraron en volúmenes inferiores (entre 600 y 700 μL) mediante 
filtros concentradores de proteínas (Vivaspin Turbo 15, 10 kDa MWCO, sartorious 
stedim biotech, España).  
Con los sobrenadantes obtenidos, se realizó un ELISA siguiendo las 
instrucciones del fabricante (kit VeriKineTM Mouse IFNβ, PBL Interferon Source, 
USA); las placas pretratadas con un Ac primario de unión al IFNβ, se cargaron con 
diluciones seriadas de una solución estándar de IFNβ (para calcular la curva 
patrón), con medio de cultivo MesenCult® (blanco) y con los sobrenadantes de 
los distintos cultivos celulares, manteniéndose 1h en incubación. Tras una serie 
de lavados, se incubaron durante otra hora con un Ac secundario unido a 
estreptavidina conjugada a peroxidada (HRP). Posteriormente se volvieron a lavar 
y se incubaron con el sustrato de la reacción (TMB) durante 15 min, tras el cual se 
añadió la solución de STOP para parar la reacción.   
La presencia de IFNβ en cada pocillo se determinó mediante la medición de 
la absorbancia a 450nm con un lector de microplacas VERSAmax (BioNova 
científica, s.l., Madrid, España). El rango de detección del ensayo era de 0,0156-1 
ng/mL. 
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16. Caracterización de las AdMSCs-IFNβ. 
Se determinaron la morfología, tasa de crecimiento, perfil de expresión de 
marcadores de membrana y la capacidad de diferenciación y transdiferenciación 
de las 3 líneas de AdMSCs-IFNβ (1HIT, 2HITs y 3HITs), según los protocolos 
descritos para células no transducidas (punto 12). 
Las características biológicas  se determinaron entre los pases 6 y 10 (p6-
p10), en un tamaño muestral entre 3 y 5 cultivos de cada línea celular y pase.  
La capacidad de diferenciación  y transdiferenciación se evaluaron en los 
pases 9 y 11. 
 Además, se verificó mediante ELISA (explicado en el punto anterior) la 
producción de IFNβ por parte de estas células transducidas tras ser sometidas a 
ensayos transdiferenciación neurogénica. 
EFECTOS DE LAS TERAPIAS CELULAR Y GÉNICA 
17.  Terapias en modelos de EAE 
La eficacia de las terapias celular (AdMSCs) y génica (realizada con la línea 
celular de 1HIT y a la que nos referiremos, a partir de ahora, cuando nombremos 
las AdMSCs-IFNβ), se ha evaluado en los modelos de EAE de curso clínico crónico-
progresivo (EAE-CP) y remitente-recurrente (EAE-RR).  
Como control positivo se ralizó la terapia con el inmunomodulador IFNβ en 
ambos modelos. 
17.1. Inducción de los modelos de EAE y Evaluación clínica 
Los modelos de EAE se indujeron mediante un mecanismo de inmunización 
activa de acuerdo a protocolos descritos en trabajos anteriores [329,349,358].  
La inducción de la EAE crónico progresiva (EAE-CP) se llevó a cabo en ratones 
C57BL/6 (H2b) mediante la administración de la glicoproteína oligodendrocítica 
de mielina MOG33–35 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK), a una concentración de 200 
μg/ratón (GenScript, New Jersey, USA), en emulsión con el adyuvante completo 
de Freud (CFA, Sigma-Aldrich Química, S.L. Madrid, Spain) (1:1,v/v), 
suplementado con 0.8 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (Becton Dickinson. 




New Jersey, USA) inactivada por calor. Dicha emulsión se administró por vía 
subcutánea (sc), en volúmenes de 50 μL en cada flanco dorsal. Cada animal 
también recibió una dosis de 150 ng de toxina pertusis (Sigma-Aldrich Química, 
S.L. Madrid, Spain) por vía intraperitoneal (ip) el d ía de la inmunización, y otra, 
48h post-inmunización. 
La EAE remitente-recurrente (EAE-RR) se indujo en ratones SJL/JCrl (H2s) 
siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente pero, en este  caso, el Ag 
administrado fue la Proteína Proteolipídica PLP139-151 (HSLGKWLGHPDKF), a una 
concentración de 300 μg/ratón  (GenScript, New Jersey, USA).  
La valoración clínica de los animales la realizó el investigador ciego al 
tratamiento, y mediante visualización directa del animal , siguiendo un escala de 
discapacidad estándar o score clínico (SC), que va desde 0 a 5: 0, sano; 1, pérdida 
de la tonicidad de la cola; 2, parálisis parcial de las patas traseras;  3, paraplejia 4 
paraplejia y paresia de las patas delanteras; 5, tetraplejia, animal moribundo o 
muerto. Los ratones EAE-CP se monitorizaron diariamente durante un período de 
hasta 35 días, y los ratones con EAE-RR hasta un total de 60-65 días. 
 La evaluación del estado clínico a término de la exprerimentación incluyó 
varios parámetros de la enfermedad: incidencia de la enfermedad (cuántos 
ratones desarrollan la enfermedad), mortalidad, día de inicio de la enfermedad 
(aparición de la sintomatología, SC ≥ 0,5), la media del score máximo alcanzado 
(valores máximos alcanzados por los animales en cada grupo experimental ), el 
promedio del score acumulativo (suma de los scores clínicos diarios de cada 
animal). Además, se determinaron otros parámetros específicos de cada modelo; 
para el modelo CP se midió el promedio del score en fase crónica (score desde el 
día 20 al 35) y para el modelo RR, la duración del primer y segundo brote (en 
días) y las medias del score durante cada brote. 
Cada brote se definió como el periodo de tiempo en que los animales 
mostraban un SC ≥ 1,5. Se consideró remisión al periodo , tras un brote, en el que 
los animales alcanzaban valores de SC ≤ 1,4. 
En la Figura 17 se muestra el protocolo experimental al que se someten los 
animales desde su llegada al estabulario hasta su sacrificio. 
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Figura 17. Cronogramas del protocolo experimental. Se detallan los puntos más importantes en 
el desarrollo de los modelos EAE-CP (A) y EAE-RR (B) en los experimentos realizados: inducción 
de la EAE (inmunización y administración de toxina), inicio de los tratamientos coincidente con 
el inicio de la sintomatología (SC desde 0,5 a 1,5), cursos clínicos y momento de sacrificio y 
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Los animales con EAE inducida se agruparon aleatoriamente para recibir una 
de las siguientes terapias: con inmunomodulador (IFNβ), terapia celular (AdMSCs) 
o terapia génica (AdMSCs-IFNβ). Todos los tratamientos se iniciaron tras la 
aparición de los primeros síntomas de la enfermedad (SC desde 0,5 a 1,5). 
17.2.1. Terapia Inmunomoduladora; Tratamiento con IFNβ. 
Se realizó un tratamiento crónico con IFNβ murino recombinante (PBL 
Interferon Source, US), diluido en suero salino (vehículo), administrando la dosis 
de 10.000 U (40ng) por ratón por vía intraperitoneal (ip) cada 3 días, en un 
volumen final de 0,2 mL.  
Los animales control o placebo recibieron tan solo el vehículo siguiendo el 
mismo protocolo de administración. Cada grupo experimental se formó con un 
total de 12-16 animales. 
17.2.2. Terapia Celular; tratamiento con AdMSCs. 
Se administró una única dosis de 1x106 de AdMSCs, por vía intravenosa (iv) a 
través de la vena de la cola, suspendidas en un volumen final de 0,4 mL de suero 
salino (vehículo). En ambos modelos de EAE se realizaron transplantes autólogos, 
con AdMSCs obtenidas de la cepa del ratón donde se desarrolla el modelo , y 
alogénicos, con células provenientes de una cepa de ratón distinta a la que se 
desarrolla el modelo. Por tanto, se evaluaron los efectos de las siguientes 
terapias: 
Modelo de EAE-CP (inducido en la cepa C57 de ratón): 
- Transplante autólogo (con C57-AdMSCs) (n=10). 
- Transplante alogénico (con SJL-AdMSCs) (n=8) 
Modelo de EAE-RR (inducido en la cepa SJL de ratón): 
- Transplante autólogo (con SJL-AdMSCs) (n=12). 
- Transplante alogénico (con C57-AdMSCs) (n=6) 
Los animales control o placebo, recibieron solo vehículo, siguiendo el mismo 
protocolo de administración (n=10-12). 
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17.2.3. Terapia Génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ. 
Se evaluó la eficacia terapéutica de la línea secretora de IFNβ de 1 HIT 
(AdMSCs-IFNβ). 
Estas células se administraron a la misma dosis y siguiendo el mismo 
protocolo descrito en la terapia celular. Los animales control recibieron tan solo 
el vehículo. 
En este caso, al ser células obtenidas de la cepa de ratón SJL que se han 
modificado genéticamente, la administración en animales con EAE-CP supuso un 
transplante alogénico (n=11), mientras que en el modelo EAE-RR, fue un 
transplante autólogo (n=10). 
18. Sacrificio, extracción  y procesamiento de tejidos. 
Los animales se sacrificaron mediante la administración ip de una dosis letal 
de pentobarbital, diluido en suero salino (250 mg/kg peso, en un volumen total 
de 0,3 mL). El sacrificio se realizó en distintos tiempos del curso de la 
enfermedad: los animales con EAE-CP se sacrificaron en cronificación (35 dpi) y 
los EAE-RR, en el pico del segundo brote (aproximadamente 45 dpi)  (Figura 17). 
Se extrajo el SNC (cerebro y médula) de los animales en fresco, y los tejidos 
se procesaron según su posterior utilización: 
- Zona lumbar superior de la médula: se postfijó por inmersión en PFA 4%, 
durante 72h, a 4 grados, y se crioprotegió en sacarosa (30%). 
Posteriormente, se realizaron cortes de 40 micras con microtomo de 
congelación para la realización de pruebas inmunohistoquímicas.  
- Hemisferio izquierdo del cerebro y zona lumbar distal de la médula: se 
congelaron en nitrógeno líquido para su posterior análisis por PCR a 
tiempo real. 









19. Valoración de los efectos de los tratamientos en el SNC. 
19.1. Determinación de parámetros inflamatorios y neurodegenerativos 
en médula espinal. 
Mediante técnicas inmunohistoquímicas se evaluó el efecto de las terapias 
sobre: 
- Infiltrados de linfocitos T (mediante el marcador de CD3). 
- Activación de microglía (mediante el marcador de Iba1). 
- Población neuronal (mediante el marcador de NeuN). 
- Población oligodendrocitaria (mediante el marcador de Olig2). 
- Desmielinización (mediante el marcador de MBP). 
 
(ver ANEXO I para descripción más detallada de cada marcador). 
 Procedimiento.  
La técnica de inmunohistoquímica realizada se basa en la formación del 
complejo extravidina-biotina-peroxidasa; en ella el anticuerpo secundario está 
biotinilado y presenta una elevada afinidad de unión por un complejo formad o 
por una Extravidina®-peroxidasa (una forma modificada de avidina conjugada a 
un enzima peroxidasa; Sigma-Aldrich), la cual, en presencia de su sustrato 
cromogénico 3,3'-Diaminobenzidine (DAB), desencadena una reacción de 
oxidación que da lugar a un producto insoluble de color marrón que precipita 
sobre el tejido.   
Todos los ensayos se realizaron con secciones de tejido en flotación, con 
lavados e incubaciones siempre en agitación suave.  
Tras 4 lavados iniciales con tampón fosfato 0,1M (PB), se inactivó l a 
peroxidasa endógena del tejido mediante la incubación en una solución de H 2O2 
al 3% (Merck Millipore, Alemania) y metanol al 10% (v/v) (Merck Millipore, 
Alemania), 30 min en oscuridad, eliminando así interferencias en la 
inmunotinción y falsos positivos. Posteriormente, se incubaron durante 1 h con 
10% suero no autoinmune de la especie en la que se produce el anticuerpo 
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secundario (Dako, Carpinteria, California, USA) y tritón al 0,3% (Sigma -Aldrich), 
bloqueando así los sitios de unión inespecíficos del te jido.  
A continuación, se llevaron a cabo varias incubaciones con lavados 
intermedios en PBS 0,1M (3x10 min): en primer lugar se incubó con un anticuerpo 
(Ac) primario (Tabla 2) durante toda la noche a temperatura ambiente (TA). 
Posteriormente, se incubó durante 2 h con el Ac 2º correspondiente (Tabla 3). 
Seguidamente, los cortes se introdujeron en una solución de Extravidina® -
peroxidasa y PBS 0,1 M durante 1 h en oscuridad y, finalmente, se incubaron con 
la solución sustrato de la peroxidasa (0,05% de DAB (3,3’ -diaminobenzidina 
tetrahidrocloruro, sustrato cromógeno) y 0,03% de H2O2 en PBS 0,1M), durante 
unos segundos en oscuridad (tiempo necesario para que se produjese el viraje a 
color marrón). Como controles negativos se usaron cortes suspendidos en PST 
(tampón PBS con Tritón y suero animal de especie distinta al primario), sin el Ac 
primario. Finalmente, los cortes se lavaron con PBS 0,1M (3x10 min), se 
deshidrataron en cadena de alcoholes hasta  xilol, se montaron con dpx y se 
dejaron secar para poder visualizarlos al microscopio óptico.  
 
 
Tabla 2. Listado de Anticuerpos primarios  utilizados para detectar la presencia de Ags en 











anti-CD3 conejo Abcam 
Ref : 5690 
IgG/policlonal 1:100 PST de 
cerdo 
anti-Olig2 conejo Merck Millipore 
Ref: AB9610 
IgG/policlonal 1:750 PST de 
cerdo 
anti-NeuN ratón Merck Millipore 
Ref: MAB377 
IgG/monoclonal 1:500 PST de 
conejo 





anti-MBP rata Abcam 
Ref: 7349-2 












Tabla 3. Listado de Anticuerpos secundarios biotinilados con afinidad de unión a enzimas de     
sustratos cromogénicos, utilizados en los ensayos de inmunotinción.  
 
 Análisis inmunohistológico con ImageJ 
Las imágenes fueron adquiridas con un microscópio óptico  Olympus BX51, 
acoplado a una cámara de fotos digital Olympus DP70 (Olympus España S.A.; 
Barcelona) para capturar las imágenes con lentes a aumentos de 4X y 10X.  
El análisis se realizó a través del software ImageJ 1.47t (National Institute of 
Health, USA; http://rsbweb.nih.gov/ij/), mediante el contaje de células marcadas, 
en áreas de 200 µm2, en imágenes capturadas con un aumento de 10X para los 
Acs CD3, Iba1, NeuN y Olig2, y el porcentaje de área desmielinizada con respecto 
al área total (100%), en imágenes capturadas con un aumento de 4X para el Ac 
MBP.  
Los resultados se muestran como las medias ± el error estándar de la media 
(±SEM) de 3-4 muestras de tejido por ratón, con una n=5 por grupo experimental. 
Para una mejor visualización, los valores de linfocitos CD3+ se relativizaron con 
respecto al valor obtenido en animales control.  
19.2. Análisis de la expresión génica en el SNC. 
19.2.1. Extracción y cuantificación de ARN 
Se aisló el ARN de 100 mg de tejido medular lumbar y del hemisferio cerebral 
izquierdo de los animales de cada grupo experimental (en la fase de cronificación 
en el modelo CP y en el segundo brote en el RR), para el estudio de la expresión 
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Ref: E0353 
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conejo 
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génica de una serie de genes implicados en: migración celular (SEMA3F y VCAM1), 
inflamación (CD74, IL17 y SPP1), modulación de la respuesta inmune (IFNβ, 
IFNAR2, IFNγ, FoxP3 e IL4), daño neuronal y regeneración (PDGFA, NG2, CASP3 y 
OLIG2), y el gen de la Beta actina (ACTB) como gen de referencia o control 
positivo (ver ANEXO I para descripción más detallada de cada marcador). 
El ensayo se realizó siguiendo las instrucciones del "RNeasy Lipid Tissue Mini 
Kit" (QIAGEN):  
En primer lugar se realizó un homogeneizado con cada muestra; para ello, se 
añadieron 600 µL de Qiazol, se disgregó mediante un disgregador de tejido, Ultra -
Turrax T8 (IKA®-Werke GmbH, Alemania), se vorteó 15 sg y se mantuvo a TA 
durante 5 min. Se añadieron 200 µL de cloroformo, se agitó manualmente de 
forma vigorosa y se dejó incubar durante 2-3 min a TA. Se centrifugó a 12.000 g, 
15 min a 4°C. Se añadieron 600 µL de etanol 70% (v/v), se agitó en vórtex durante 
15 seg. El volumen resultante se transfirió a una columna con su tubo de 
colección y se centrifugó a 8000 g durante 15 seg. Tras esto, el ARN quedó unido 
a la columna y el eluyente resultante fue desechado.  Seguidamente, se lavó 3 
veces para limpiar las posibles impurezas pegadas al filtro; una primera vez con 
700 µL de buffer RW1, y las dos restantes con 500 µL del buffer RPE (con etanol) 
cada una. Tras cada lavado se centrifugó a 8000g; 15 seg, 15 seg y 2 min 
respectivamente y se decantó el eluyente. 
Para separar el ARN de la columna se hidrató con agua DEPC (2 veces) y se 
centrifugó a 8000 g, 1 min. El eluyente obtenido se recogió y se almacenó a -20°C 
/ -80°C al menos durante 24 h para permitir su estabilización antes de medir su 
concentración y realizar retrotranscripción. 
Pasado este tiempo, se evaluó el rendimiento del protocolo de aislamiento y 
la calidad de producto extraído (pureza) mediante espectofotometría con 
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), a una absorbancia de 260nm 
(A260) y ratios de 260/280 y 260/230, cuyos valores debían ser aproximadamente 








19.2.2. Reverso transcripción 
El ARN monocatenario extraído se retrotranscribió a ADN de doble hebra 
(ADN complementario o ADNc), a través del enzima retrotranscriptasa, por medio 
de dos reacciones: 
 En la primera reacción, se mezcló 1 μg de ARN con 1 μL de cebador (Roche 
Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany) y el resto con agua DEPC (Sigma -
Aldrich, Saint Louis, Mo, USA) hasta un volumen final de 10 μL, y se incubó 
en termociclador a una temperatura de 70° C, 10 min.  
 Seguidamente, se añadió la mezcla de la segunda reacción; 1 μL de dNTP, 
0,5 μL del inhibidor de ARNsa (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Germany), 1 μL del enzima reverso transcriptasa M -MLV (Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, Mo, USA), 1 μL de tampón 10X y se llevó hasta 10 μL con agua 
DEPC, y se volvió a incubar en termociclador a temperatura ascendente:  
 
                                
19.2.3. Determinación de la expresión génica 
Una vez obtenido el cADN, se amplificó cada fragmento mediante la unión de 
secuencias específicas con sondas TaqMan® (TaqMan Fast Advanced Master Mix, 
Applied Biosystems), que emiten fluorescencia de forma creciente por la 
acumulación del producto de PCR en cada ciclo de amplificación. La gran ventaja 
de estas sondas es la alta especificidad de unión que asegura que la fluorescencia 
que se produce sea específica de la amplificación del fragmento de estudio.   
La técnica de qPCR se realizó en un sistema "7500 Fast Real Time PCR 
System" (Applied Biosystems). En él se cargaron por duplicado 2 μL del producto 
resultante tras la segunda reacción, junto a 7 μL agua DEPC, 1 μL de la mezcla con 
las sondas y primers " TaqMan®  Gene Expression Assay" y 10 μL de "TaqMan® 
Fast Advanced Master Mix".  
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El programa de PCR usado se detalla a continuación:   





  Las sondas TaqMan, utilizadas en cada ensayo de cuantificación relativa de 
cada gen, se enumeran en la Tabla 4.     
 
Tabla 4. Listado de sondas Taqman , utilizadas en el ensayo de expresión de 15 
genes en el SNC de los animales de experimentación. 
 
Gen Sonda TaqMan 
IFN beta Mm00439552_s1 
Sema3f Mm00441325_m1 
PDGFA Mm01205760_m1 




Caspasa 3 Mm01195085_m1 
Olig2 Mm01210556_m1 





Beta actina Mm00607939_s1 
 
El análisis de la expresión génica se realizó mediante el método delta del ta Ct 
(ΔΔCt) (Ecuación 2): 
Ct = Ct gen problema – Ct gen referencia 
Ct= Ct muestra - Ct calibrador 
Expresión relativa = 2 -(Ct)  
Obteniendo la ecuación final:  
 2 - [(Ct gen problema – Ct gen referencia) muestra – (Ct gen problema – Ct gen referencia) calibrador]  
Ecuación 2. Cálculo de la expresión relativa de un gen por qPCR . 




 La muestra calibrador, compuesta por una mezcla de todas las muestras, se 
usó para comparar entre diferentes ensayos de PCR. La expresión fue 
normalizada por el gen de referencia de la β-actina. 
ESTUDIO DE LA MIGRACIÓN CELULAR 
20. Monitorización de la biodistribución de las AdMSCs in vivo 
Para estudiar la migración de las AdMSCs se realizó un estudio longitudinal, 
en el que los animales se sometieron a la técnica de imagen intravital de 
bioluminiscencia en distintos momentos del curso clínico de la EAE, según el 
modelo. 
Para ello, se utilizó el In Vivo X-TREME (Bruker corporation©, Alemania), que 
es un aparato ubicado en el Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnología 
(BIONAND, Málaga), donde se realizaron estos experimentos.  Este aparato 
combina un sistema de detección de bioluminiscencia o fluorescencia con rayos X, 
permitiendo observar la localización de moléculas marcadas con colorantes 
luminiscentes y las imágenes estructurales del cuerpo del animal.   
Para detectar las células transplantadas en el animal , se tiñeron previamente 
con el colorante lipofílico bioluminiscente DiR (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
Tetramethylindotri carbocyanine Iodide) (Life Technologies S.A, Madrid, España), 
con afinidad de unión a la membrana citoplasmática, y con emisión en longitudes 
de onda cerca del infrarrojo (700-900nm). Brevemente, se incubó 1x106 células 
(AdMSCs y AdMSCs-IFNβ) con 15uL del colorante DiR disuelto en DMSO: Etanol en 
una proporción 1:1 a 1mM, durante 45 minutos, en suspensión, a 37°C y en 
oscuridad. Seguidamente se lavó 3 veces con suero fisiológico  y, finalmente, se 
resuspendió en el volumen final de suero en el que iban a ser administradas vía iv  
Se monitorizó la biodistribución de las AdMSCs no transducidas (terapia 
autóloga) y de AdMSC-IFNβ (terapia génica), en animales con EAE CP y RR. Para 
ello, los animales se sometieron a anestesia inhalatoria con Isofluorano, y se 
eliminó por completo todo el pelo de la zona dorsal de cada uno de ellos. 
Posteriormente, se colocaron en el interior del X-TREME, decúbito supino, 
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permaneciendo la zona rasurada próxima a la cámara de adquisición de imágen es 
bioluminiscentes. 
Se adquirieron imágenes por bioluminiscencia y rayos X en distintos 
momentos de los experimentos: en el momento de la inoculación (T1), que en los 
animales de EAE coincidió con el inicio de la sintomatogía; 7 días después (T2), 
que en los animales enfermos supuso el pico del brote, y 14 días después de la 
inoculación (T3), que en los animales con el modelo EAE-CP coincidió con la fase 
de cronificación y en los del modelo EAE-RR con la fase de remisión de la 
enfermedad. 
En este estudio, los animales control fueron animales sanos (n=3 por grupo 
experimental), que recibieron las mismas dosis de células descritas y siguieron el 
mismo protocolo de adquisición de imágenes.  
21. Análisis estadístico 
Los datos se analizaron mediante el software estadístico SigmaStat (SPSS 
Inc.), versión 11.5 (http://www.spss.com) y se representaron mediante el 
software GraphPad Prism. Los resultados se expresan como la media ± SEM. 
El análisis comparativo de las tasas de crecimiento, el perfil de expresión de 
marcadores de membrana de las AdMSCs y la expresión relativa de genes de 
todos los animales utilizados en los experimentos, se realizaron mediante 
contrastes de Kruskal-wallis (K-W) y test U de Mann-Whitney (M-W). Por otro 
lado, el análisis de los datos a punto final ("end point") de los ensayos in vivo y 






























                                                                               












CARACTERIZACIÓN DE LAS SJL-AdMSCs 
Para determinar si las AdMSCs aisladas de la cepa de ratón SJL y expandidas 
bajo unas condiciones de cultivo determinadas [204] cumplían los criterios 
básicos que definen a las células madre mesenquimales, se llevó a cabo su 
caracterización y posterior comparación con las C57-AdMSCs, población celular 
que ha sido ampliamente estudiada y caracterizada [284-285]. 
21.1. Morfología. 
Tras la observación directa de los cultivos celulares con microscopio óptico a 
lo largo los pases p0-p15, se determinó que las SJL-AdMSCs crecían adheridas al 
plástico. Además, se apreciaron dos morfologías distintas según el pase en el que 
se encontraran; los cultivos primarios (p0) se caracterizaron por mostrar una 
población heterogénea, con células de morfología principalmente redondeada y 
con un crecimiento en colonias mientras que en los pases siguientes (p1-p15), las 
células mostraron un crecimiento uniforme, colonizando toda la superficie del 
frasco de cultivo y con morfología tipo fibroblasto. No se encontraron diferencias 
en la morfología y el crecimiento cuando se compararon con las  C57BL/6 en 




















Figura 18.  Cultivos de AdMSCs.  Imágenes representativas de cultivos de SJL-AdMSCs y C57-
AdMSCs, donde se observa la formación de colonias en el cultivo primario (p0) y el posterior 
crecimiento homogéneo con morfología fibroblástica (p1 -p15). Fotos tomadas en microscópio 
óptico a aumentos de 10X. 
 
21.2. Tasa de crecimiento 
Para determinar la tasa de crecimiento de las AdMSCs se calculó el tiempo 
(en horas) que tardaba la población en duplicarse ("doubling time" (DT)), 
mediante la ecuación de Schwartz (Ecuación 1). 
Los resultaron mostraron que los valores de DT disminuyeron a medida que 
aumentaron los pases en ambas poblaciones celulares (Tabla 5), lo que se traduce 
en un aumento gradual en la tasa de crecimiento a medida que se expand e el 
cultivo, hasta llegar a estabilizarse en unos valores mínimos desde el pase 7 al 15 
para SJL-AdMSCs (con valores de 21,90 ± 2,81h y 19,81 ± 3,45h, respectivamente) 
y desde el pase 6 a 15 para C57-AdMSCs (con valores de 15,56 ± 1,71h a 16,48 ± 













El análisis estadístico mediante el test U de Mann-Whitney (M-W, p ≤ 0,5), 
indicó que no existían diferencias significativas en los valores de DT entre las SJL-
AdMSCs y las C57-AdMSCs. 
                                        

















Los datos que se muestran corresponden a los valores medios de DT (en 
horas) ± SE, obtenido de al menos 3 réplicas por pase de cultivo y cepa.  
                    
21.3.  Perfil de expresión de marcadores de membrana. 
Se determinó el tamaño celular (Figura 19 A) y la granularidad (Figura 19 B) 






































Figura 19. Caracterización del tamaño celular y la granularidad a lo largo de sucesivos pases de 
cultivo de poblaciones de AdMSCs.  Los datos representan los valores medios ± el error estándar 
(SE); el tamaño celular, determinado por el  parámetro forward-scatter (FSC, de unidades 
arbitrarias) (A), y de la granularidad, determinada por el parámetro side-scatter, (SSC, de 
unidades arbitrarias) (B), obtenidos de 4 réplicas de cada cepa de ratón por pase.  
 AdMSCs 
Pases  C57 SJL 
P1 44,74 ± 15,50 82,98 ± 16,24 
P2 60,18 ± 20,30 86,31 ± 43,70 
P3 69,57 ± 5,63 52,06 ± 20,43 
P4 64,76 ± 40,78 37,50 ± 1,29 
P5 39,03 ± 5,45 35,83 ± 5,84 
P6 15,56 ± 1,71 26,81 ± 4,65 
P7 22,51 ± 3,17 21,90 ± 2,81 
P8 25,41 ± 3,47 20,74 ± 1,39 
P9 27,91 ± 6,65 20,43 ± 1,95 
P10 26,87 ± 5,30 27,10 ± 0,44 
P11 15,39 ± 5,70  23,97 ± 2,99 
P12 16,15 ± 5,80 22,14 ± 3,24 
P13 14,72 ± 1,21 17,83 ± 1,93 
P14 18,64 ± 6,74 14,30 ± 0,59 
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Los resultados mostraron que no se encontraron diferencias significativas en 
tamaño y granularidad en las células de una misma cepa en los distintos pases de 
cultivo ni al comparar entre ambas cepas. Ambos datos corroboraron la 
homogeneidad de la población SJL-AdMSCs entre los pases 3 y 15, característica 
propia de líneas celulares o cultivos celulares puros, donde existe únicamente una 
población celular.  
El análisis de los marcadores de membrana de las SJL-AdMSCs, según los 
criterios seguidos (clasificación de Bourin y cols.[356]), determinó que (Figura 
20): 
 Las SJL-AdMSCs mostraron niveles de expresión negativos (-), o muy poco 
positivos (±), para los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y CD14, 
manteniéndose sin cambios significativos en su expresión a lo largo de los 15 
pases de cultivo. Los porcentajes de expresión media detectados fueron de 3,5 
± 0.7% para CD34, de 5,0 ± 0,9% para CD45 y de 0,8 ± 0,2% para CD14, siendo 
este último de los porcentajes más bajos obtenidos. Tampoco se encontraron 
diferencias significativas cuando se comparó con el perfil fenotípico de las 
C57-AdMSCs para estos mismos marcadores, cuyos valores medios de 
expresión fueron de 4,6 ± 0,7% para CD34, de 3,4 ± 0,7% para CD45 y de 0,7 ± 
0,1% para CD14.  
 Además, mostraron expresión positiva para los marcadores propios de células 
estromales CD106, CD90.2 y CD44. Los porcentajes medios de expresión 
obtenidos fueron de 27,1 ± 1,0% para CD106; 67,0 ± 3,9% para CD44 y 77,6 ± 
2.1% para CD90.2, sin existir diferencias significativas en su expresión media a 
lo largo de los 15 pases. Igualmente, no se observaron diferencias 
significativas al comparar la expresión de estos marcadores en C57-AdMSCs 







































































































































Figura 20. Expresión de marcadores de superficie celular en las AdMSCs.  Porcentajes de 
expresión de marcadores de membrana estromales (CD106, CD90.2 y CD44) y hematopoyéticos 
(CD34, CD45 y CD14) en las SJL-AdMSCs y C57-AdMSCs. 
 
 
21.4. Potencial de diferenciación de las AdMSCs.  
Para corroborar que las SJL-AdMSCs eran multipotentes se llevaron a cabo 
ensayos de diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica en  los p7 y 
p15. Los resultados mostraron que: 
- Bajo las condiciones de cultivo específicas para cada ensayo de 
diferenciación, las SJL-AdMSCs se diferenciaron a: adipocitos maduros, 
presentando un gran número de vesículas lipídicas intracelulares (Figura 21 A); a 
osteoblastos, caracterizados por la presencia de grandes depósitos de calcio 
extracelular (Figura 21 B); y a condrocitos, con la formación de esferas 
caracterizadas por la formación de cartílago con una matriz extracelular típica 
(Figura 21 C). 
- No se observaron diferencias significativas en la capacidad de diferenciación 
de ambas poblaciones celulares en los distintos pases evaluados. 
- El potencial de diferenciación de las SJL-AdMSCs alcanzó un 95% en todos los 
casos, datos similares a los observados en las C57- AdMSCs. 






Las AdMSCs control de cada ensayo de diferenciación se incubaron con medio 
de crecimiento MesenCult® completo, y no mostraron cambios morfológicos 
aparentes. 
 





Figura 21. Ensayos de diferenciación.  Las AdMSCs de ambas cepas, se cultivaron con medios 
específicos de diferenciación, dando lugar a (A) adipocitos (con vesículas lipídica intracelulares 
de color rojo brillante), (B) osteoblastos (con la presencia de grandes depósitos de calcio 
extracelular teñidos de color rojo-anaranjado), y (C) condrocitos (con la formación de cartílago 
con una matriz extracelular de color azul ). Todas las fotografías están tomadas a aumentos de 
10X, excepto las de condrogénesis que se tomaron a 20X.  
 




































































Además, mediante la incubación de las SJL-AdMSCs con medios específicos de 
diferenciación neurogénica, se comprobó la capacidad de transdiferenciación 
(pluripotencialidad) de la línea celular. Las células se transdiferenciaron en 
células neurales, caracterizadas por la presencia de estructuras dendríticas y 
cuerpos de Nissl (rico en retículo endoplasmático rugoso), presentes únicamente 
en el soma de neuronas (Figura 22). 
No se encontraron diferencias en la capacidad de transdiferenciación cuando 





                                
     
 
 




Figura 22. Transdiferenciación neurogénica.  Formación de 
neuronas con dendritas y cuerpos de Nissl, bien diferenciados, 
en el soma celular (flechas).  Todas las fotografías están tomadas 
a aumentos de 10X.  
GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LÍNEAS DE AdMSCs SECRETORAS DE IFNβ.  
22. Generación de líneas celulares mesenquimales secretoras de interferón 
beta (AdMSCs-IFNβ). 
Las SJL-AdMSCs se sometieron a la modificación de su material genético 
mediante la inserción del gen del IFNβ, dando lugar a la formación de 3 líneas 
celulares (1HIT, 2HITs  y 3HITs), secretoras de la citoquina de forma constitutiva. 
C57-AdMSCs SJL-AdMSCs 
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22.1. Título y cuantificación de la integración del gen en cada HIT. 
El título vírico se calculó a partir de los valores de fluorescencia emitidos por 
las células 293T, transfectadas con el vector CEwp a distintas concentraciones. 
Estos resultados determinaron que la concentración óptima para encontrar una 
partícula vírica por célula (1:1) fue de 53X. Este valor del título vírico se extrapoló 
para la transducción de células SJL-AdMSCs con el lentivirus CIFNβwp. 
Para determinar la cantidad de vector insertado en cada uno de los HITs 
creados, se calcularon los valores de Ct para cada uno de ellos y se dividió por el 
número de células de partida (1x105), obteniéndose el número de copias del 
transgen insertado por cada célula (Tabla 6). Los datos obtenidos mostraron un 
mayor número de copias insertadas en las AdMSCs-IFNβ en 1HIT, mientras que la 
inserción en 2 y 3HITs fue mucho menor, siendo el incremento ligeramente mayor 
en este último. 
 









Los valores de Ct y concentración de ADN fueron obtenidos directamente por el 
Mx3005P (agilent) tras la PCR cuantitativa. El número de copias de vector insertado 
por célula, se determinó al dividir la concentración de ADN ([ADN]) obtenida , por 
las 100.000 células de partida.  
 
 
Como control interno se utilizaron células k562 transfectadas con diluciones 
conocidas del vector sewp, portador del gen reportero eGFP. Con ellas se midió 
en primer lugar la cantidad de señal emitida por el eGFP, observándose que la 
señal aumentaba de forma proporcional a la concentración vírica utilizada en la 
transfección. Posteriormente, se calcularon los valores de Ct para cada una de las 
diluciones del vector, mostrando un aumento en la inserción del vector 
ADN problema Réplicas Ct [ADN] Copia/célula 
IFNβ 1HIT 
R1 24,34 4,69E+04 0,47 
R2 24,81 3,21E+04 0,32 
IFNβ 2HITS 
R1 26,86 6,24E+03 0,06 
R2 29,49 7,55E+02 0,01 
IFNβ 3HITS 
R1 26,56 7,90E+03 0,08 





proporcional al incremento de la concentración vírica utilizada, corroborando la 
fiabilidad de la técnica utilizada (Tabla 7).  
 
 









Se transfectaron células K562 con virus portadores del vector se (promo tor sffv unido 
al gen reportero eGFP), a concentraciones conocidas; 0,1, 1, 5, 10, 50 y 100 unidades  
partículas víricas y por duplicado. 
 
22.2. Verificación de la producción de IFNβ in vitro. 
Los resultados del ELISA mostraron que las tres líneas celulares generadas 
producían IFNβ a concentraciones elevadas ya que, a pesar de que todos los  
sobrenadantes estaban diluidos a la mitad, la producción se mantuvo superior al 
límite de detección del ensayo a las 24 y las 48 horas post-siembra. Por el 
contrario, las AdMSCs control (no transducidas) presentaron niveles no 
detectables de IFNβ en el sobrenadante de cultivo a ninguno de los tiempos 











control positivo Réplicas Ct [ADN] Copia/célula % GFP 
K562 sewp 0,1 
R1 27,74 3,07E+03 0,03 
2,50 
R2 27,48 3,76E+03 0,04 
K562 sewp 1 
R1 27,27 4,47E+03 0,04 
12,00 
R2 26,76 6,75E+03 0,07 
K562 sewp 5 
R1 24,19 5,27E+04 0,53 
54,30 
R2 23,80 7,23E+04 0,72 
K562 sewp 10 
R1 23,32 1,06E+05 1,06 
76,60 
R2 22,93 1,45E+05 1,45 
K562 sewp 50 
R1 20,91 7,33E+05 7,33 
98,90 
R2 21,16 6,01E+05 6,01 
K562 sewp 100 
R1 20,22 1,28E+06 12,79 
99,70 
R2 20,35 1,15E+06 11,54 
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    Tabla 8. Verificación de la producción de IFNβ. 
La tabla muestra la concentración IFNβ secretada al sobrenadante celular por parte de las 
AdMSCs no transducidas (SJL-AdMSCs) y las AdMSCs-IFNβ (1H, 2H y 3H), calculada por la 
extrapolación de sus medidas de absorbancia (Abs) a 450nm, en una curva patrón estándar. 
También se muestran la desviación estándar (Desv.Std.) y el coeficiente de variación ( CV%). 
 
Este experimento se repetió en varias ocasiones y en todas ellas se replicaron 
los resultados (datos no mostrados). Aunque los valores absolutos de absorbancia 
fueron variables, debido, probablemente, a la aleatoriedad en cuanto a la zona de 
inserción del gen problema. 
23. Caracterización de las AdMSCs-IFNβ. 
Para comprobar que el proceso de transducción no alteraba las 
características propias de mesenquimales, se determinó la morfología, tasa de 
crecimiento, inmunofenotipo y potencial de diferenciación de cada HIT generado, 
desde el p6, en el cual ya se dispone de AdMSCs-IFNβ en los tres HITs, hasta el 
p10, máximo pase hasta donde se llevó la expansión del cultivo.  Como control se 
utilizaron las SJL-AdMSCs (sin transducir) caracterizadas previamente.  
 
 
Muestra Réplicas Abs 
Concentración  Concentración  Desv. 
Std. 
CV% 
(ng/mL) media (ng/mL) 
SJL-AdMSCs 24h 
post-siembra 
R1 -0,006 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,010 Fuera de rango 
SJL-AdMSCs 48h 
post-siembra 
R1 -0,005 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,005 Fuera de rango 
AdMSCs-IFNβ 1H 24h 
post-siembra 
R1 3,909 2,64 
2,64 0,00 0,00 
R2 3,909 2,64 
AdMSCs-IFNβ 1H 48h 
post-siembra 
R1 3,909 2,64 
2,64 0,00 0,00 
R2 3,909 2,64 
AdMSCs-IFNβ 2H 24h 
post-siembra 
R1 3,909 2,64 
2,64 0,00 0,00 
R2 3,909 2,64 
AdMSCs-IFNβ 2H 48h 
post-siembra 
R1 3,591 1,81 
2,07 0,37 17,80 
R2 3,811 2,33 
AdMSCs-IFNβ 3H 24h 
post-siembra 
R1 3,583 1,79 
1,78 0,02 0,90 
R2 3,571 1,77 
AdMSCs-IFNβ 3H 48h 
post-siembra 
R1 3,635 1,90 
1,89 0,00 0,10 






Las AdMSCs-IFNβ mostraron una morfología tipo fibroblasto y crecimiento 
adheridas al plástico (Figura 23) similares a los obtenidos con las SJL-AdMSCs 





Figura 23. Imágenes representativas de los cultivos de AdMSCs-IFNβ entre los pases 6-10. Las 
células crecen adheridas al plástico, presentando morfología tipo fibroblasto y crecimiento 
uniforme por toda la superficie del frasco de cultivo a lo largo de los pases.  Todas las 
fotografías están tomadas a aumentos de 10X.  
 
23.2. Tasa de crecimiento. 
Se calculó el DT para cada una de las 3 líneas de AdMSCs-IFNβ (Tabla 9), 




















Pases 1HIT 2HITS 3HITS 
P6 34,80 ± 5,10 30,69 ± 21,29 49,80 ± 27,40 29,90 ± 13,90 
P7 31,50 ± 11,30 31,46 ± 6,59 30,40 ± 3,40 26,90 ± 3,90 
P8 20,70 ± 1,39 28,54 ± 2,55 20,90 ± 3,11 26,00 ± 6,83 
P9 20,80 ± 3,40 25,17 ± 2,43 26,63 ± 8,81 24,44 ± 4,80 
P10 22,00 ± 4,00 27,55 ± 1,41 26,10 ± 9,94 22,44 ± 11,82 
 
Valores medios de DT (en horas) ± SE, obtenidos 3-5 réplicas por parte 
de cada población. 
 
 
Los valores de DT indicaron que las tasas de crecimiento de AdMSCs-IFNβ 
permanecieron estables entre los pases 6-10, datos similares a los obtenidos con 
las SJL-AdMSCs.  
El análisis estadístico mostró que no existían diferencias significativas entre 
los DTs de las 3 líneas generadas en los pases evaluados. Además, tampoco se  
encontraron diferencias entre dichas líneas y las células control (SJL -AdMSCs).  
23.3. Perfil de expresión de marcadores de membrana. 
Los resultados obtenidos tras el análisis del tamaño celular (FSC) y la 
granularidad (SSC) de las 3 poblaciones de AdMSCs-IFNβ (1, 2 y 3 HITs) y de las 
SJL-AdMSCs mostraron que no existían diferencias significativas entre las distintas 
líneas celulares (datos no mostrados). 
Para determinar el porcentaje de expresión de los marcadores 
hematopoyéticos CD34, CD45 y CD14, y de los marcadores estromales CD106, 
CD44 y CD90.2, se siguieron la estrategia de selección negativa y los criterios de 
clasificación de Bourin y cols. [356](Figura 24), determinándose que:  
 Los niveles de expresión de los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y 
CD14, permanecieron negativos, y sin cambios significativos en todos los HITs, 





 El porcentaje de expresión de los marcadores mesenquimales CD106, CD44 y 
CD90.2 se mantuvo positivo en cada uno de los HITs, incrementando de forma 
significativa la expresión del marcador CD106 en la línea 3 HITs a lo largo de 
los pases al compararlo con la poblaciones control (p ≤ 0,05). 
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión 
del resto de marcadores analizados entre las líneas secretoras de IFNβ (1, 2 y 3 















Figura 24. Expresión de marcadores de superficie celular.  Porcentajes de expresión de 
marcadores estromales (CD106, CD90.2 y CD44) y hematopoyéticos (CD34, CD45 y CD14) en las 
SJL-AdMSCs y las AdMSCs-IFNβ (1, 2 y 3 HITs). 
 
23.4. Potencial de diferenciación de las AdMSCs-IFNβ. 
Para determinar si las líneas generadas de AdMSCs-IFNβ mantenían la 
multipotencialidad se sometieron a ensayos de diferenciación adipogénica, 
osteogénica y condrogénica en los pases 9 y 10 (Figura 25). 
Los resultados obtenidos indicaron que las 3 líneas de AdMSCs-IFNβ 
mantuvieron la multipotencialidad al ser capaz de diferenciarse a los tres linajes 
de origen mesodérmico: adipogénico, donde se diferenciaron a adipocitos 
maduros, con un gran número de vesículas lipídicas intracelulares de color rojo 
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teñidos de color rojo-anaranjado (B), y condrogénico, con la formación de 
cartílago con una matriz extracelular típica, teñida de color azul  (C).  
 
Figura 25. Ensayos de diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica en 
AdMSCs-IFNβ. Tanto las SJL-AdMSCs como las 3 líneas de AdMSCs-IFNβ se cultivaron con 
medios específicos de diferenciación (A) adipogénica, (B) osteogénica, y (C) 
condrogénica. Todas lasfotografías están tomadas a  aumentos de 10X, excepto las de 






























































































Sin embargo, se apreciaron diferencias significativas en el porcentaje de 
células diferenciadas a adipocitos y osteoblastos al comparar entre los distintos 
HITs y con las células control (sin transducir) (Tabla 10). 
Por otro lado, no se observaron diferencias en la diferenciación 




Tabla 10. Porcentajes de diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica de 
las 3 líneas de AdMSCs-IFNβ y de SJL-AdMSCS (sin tranducir). 
 
 Control 1HIT 2HITs 3HITs 
Adipogénesis 90-95% 90% 60% 40% 
Osteogénesis 95% 90% 60% 50% 
Condrogénesis 95% 95% 95% 95% 
 
 
Por otro lado, los datos resultantes de la transdiferenciación a células 
neuronales indicaron que todos los HITs se transdiferenciaron en neuronas, sin 
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Figura 26. Ensayos de transdiferenciación neurogénica  en AdMSCs-IFNβ. Cultivos de SJL-
AdMSCs y AdMSCs-IFNβ se sometieron a ensayos de diferenciación neurogénica, 
observándose cambios morfológicos como la formación de estructuras dendríticas y la 
aparición de cuerpos de Nissl, ricos en retículo endoplasmático rugoso (flechas). Todas 
las fotografías están tomadas a aumentos de 10X.  
 
 
Los resultados de la producción de IFNβ mediante ELISA indicaron que, 
aunque las tres líneas celulares transdiferenciadas disminuyeron aparentemente 
la producción de la ck en comparación con sus controles sin diferenciar, los 
valores obtenidos permanecieron dentro de los rangos de detección de la técnica. 
La concentración de IFNβ producida fue directamente proporcional al número de 
transducciones realizadas (Tabla 11). 
 
 
Tabla 11. Verificación de la producción de IFNβ. 
La tabla muestra la concentración IFNβ secretada al sobrenadante por parte de varias líneas 
celulares: SJL-AdMSCs (control sin transducir), AdMSCs-IFNβ en 1H, 2H y 3H, y por todas ellas 
una vez transdiferenciadas a células neurales. El cálculo se rea lizó mediante la extrapolación de 
sus medidas de absorbancia (Abs) a 450nm, en una curva patrón estándar. También se muestran 
la desviación estándar (Desv.Std.) y el coeficiente de variación ( CV%). 
Muestra Réplicas Abs 
Concentración  Concentración  Desv. 
CV% 
(ng/mL) media (ng/mL) Std. 
C57-AdMSCs 
control 
R1 0,03 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,02 Fuera de rango 
C57 s/nad dif. 
neurogénica 
R1 0,01 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,00 Fuera de rango 
SJL-AdMSCs 
control 
R1 0,01 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,00 Fuera de rango 
SJL-AdMSCs dif. 
neurogénica 
R1 0,01 Fuera de rango 
- - - 
R2 0,00 Fuera de rango 
AdMSCs-IFNβ 1H 
control 
R1 3,93 5,23 
5,23 0,00 0,00 
R2 3,93 5,23 
AdMSCs-IFNβ 1H 
dif. neurogénica 
R1 0,49 0,14 
0,14 0,01 4,90 
R2 0,52 0,15 
AdMSCs-IFNβ 2H 
control 
R1 3,93 5,23 
5,23 0,00 0,00 
R2 3,93 5,23 
AdMSCs-IFNβ 2H 
dif. neurogénica 
R1 1,33 0,50 
0,50 0,00 0,70 
R2 1,34 0,50 
AdMSCs-IFNβ 3H 
control 
R1 3,93 5,23 
5,23 0,00 0,00 
R2 3,93 5,23 
AdMSCs-IFNβ 3H 
dif. neurogénica 
R1 1,92 0,88 
0,82 0,08 10,20 





Todos las pruebas realizadas a las tres líneas secretoras de IFNβ relativas a la 
morfología, tasa de crecimiento, inmunofenotipo y potencial de diferenciación 
indicaron que las tres líneas mantienen las propiedades propias de las células 
mesenquimales y, además, producen niveles de IFNβ en cultivo detectables por 
ELISA, antes y después de su transdiferenciación a células neurales . 
Sin embargo, teniendo en cuenta las diferencias encontradas en los 
resultados de la diferenciación a adipocitos y osteoblastos y buscando la 
optimización del tiempo invertido y de los recursos humanos y económicos, los 
estudios del efecto de la terapia génica en modelos de EAE y la migración in vivo, 
se realizaron únicamente con la línea celular secretora de 1HIT, a la que nos 
referiremos a partir de ahora cuando nombremos las AdMSCs-IFNβ. 
EFECTOS DE LAS TERAPIAS CELULAR Y GÉNICA 
24. Inducción de los modelos de EAE. 
Los resultados mostraron que la EAE se desarrolló correctamente  y de forma 
reproducible en ambos modelos; el modelo CP mostró un curso clínico crónico 
progresivo, con aumento del déficit neurológico a lo largo del tiempo hasta llegar 
a una fase de estabilización de la enfermedad (Figura 27) y el modelo RR se 
caracterizó por la aparición de un curso clínico que refleja un déficit neurológico 
tipo remitente-recurrente, con la presencia de al menos dos brotes separados por 
un período de remisión sintomatológica. El inicio de cada brote se estableció en 
un valor de score clínico (SC) ≥ 1,5, y la remisión fue asociada a un valor de SC ≤ 
1,4.  
25. Efectos clínicos de las distintas terapias.  
A continuación se exponen los resultados obtenidos tras el tratamiento 
terapéutico con las terapias inmunomoduladora (con IFNβ), celular (con AdMSCs, 
autólogas y alogénicas) y génica (con AdMSCs-IFNβ) en los modelos de EAE. 
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25.1. Modelo EAE-CP 
25.1.1. Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ murino. 
El tratamiento se inició el día 12 postinmunización (dpi), cuando el SC de los 
animales alcazó valores entre 0,5-1,5 y se repitió cada 3 días hasta el fin de la 
experimentación (Figura 27 A). Los ratones control, tratados con suero salino, 
mostraron un aumento progresivo en la escala de discapacidad clínica y una 
posterior estabilización de la sintomatología, típica del modelo crónico. Sin 
embargo, los ratones tratados con IFNβ, presentaron un curso clínico moderado, 
con una disminución significativa de los valores medios de SC máximo alcanzado 
(2,0 ± 0,1 vs 2,6 ± 0,2 de ratones control), SC acumulativo (31,1 ± 2,8 vs 47,4 ± 3,4 
de ratones control) y SC medio en fase crónica (1,3 ± 0,1 vs 2,1 ± 0,2 de ratones 
control). Estos resultados muestran que el IFNβ disminuye la disfunción 
neurológica y, por tanto, la gravedad de la enfermedad en los animales que 
recibieron este tratamiento.  
25.1.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
Los resultados obtenidos tras el transplante agudo de AdMSCs (a día 12 post-
inmunización) se muestran en la Figura 27 B, y se resumen a continuación: 
 Terapia celular autóloga con C57-AdMSCs: los ratones mostraron una 
disminución de la gravedad de la enfermedad, tal y como se refleja en la 
drástica reducción en las medias de los SC máximo (1,9 ± 0,1 vs 2,4 ± 0,1 de 
animales control) y acumulativo (31,6 ± 2,6 vs 41,4 ± 2,0 del control). Además, 
este efecto terapéutico también se observó en la disminución de los valores 
del SC medio en la fase de cronificación, en comparación con los datos 
observados en los animales control (1,4 ± 0,1 vs 2,0 ± 0,1). 
 Terapia celular alogénica con SJL-AdMSCs: los animales que se sometieron a 
esta terapia mostraron una reducción estadísticamente significativa del valor 
medio del SC máximo cuando se comparó con el control (1,8 ± 0,2 vs 2,4 ± 
0,1). Además, se observó una tendencia a la disminución de  la gravedad de la 















































25.1.3. Terapia génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ. 
A pesar de tener un inicio de la enfermedad similar a los ratones control, 
los ratones que recibieron AdMSCs-IFNβ mostraron valores significativamente 
más bajos de las medias del SC máximo (1,7 ± 0,0 vs 2,4 ± 0,1), y del SC en la fase 
crónica de la enfermedad (1,5 ± 0,1 vs 2,0 ± 0,1)  con respecto a los animales 
control, mostrando una fase de estabilización sintomatológica con un SC más 
moderado (Figura 27 B). 
Y, aunque no se encontraron diferencias estadísticamente significativas con 
respecto a los controles, la terapia génica también redujo el valor del SC 
















Incidencia de la 
enfermedad 
Mortalidad 




Media SC fase 
crónica (20-35 dpi) 
Media SC 
acumulativo 
Suero 11/12 0/11 11,4 ± 0.2 2,6 ± 0,1 2,1 ± 0,2 47,4 ± 3,4 









Media SC fase 
crónica (20-35 dpi) 
Media SC 
acumulativo 
Suero 9/10 0/9 11,1 ± 0,2 2,4 ± 0,1 2,0 ± 0,1 41,4 ± 2,0 
C57-AdMSCs (autólogo) 9/10 1/9 11,1 ± 0,4 1,9 ± 0,1* 1,4 ± 0,1*** 31,6 ± 2,6** 
SJL-AdMSCs (alogénico) 6/8 0/6 10,9 ± 0,1 1,8 ± 0,2** 1,7 ± 0,1 40,8 ± 3,2 
AdMSCs-IFNβ (génica) 11/11 0/11 10,7 ± 0,1 1,7 ± 0,0** 1,5 ± 0,1** 38,6 ± 1,2 
A 
B 
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Figura 27. Evolución clínica en el modelo de EAE-CP. Tratamiento crónico con IFNβ (A) y agudo 
con AdMSCs y AdMSCs-IFNβ (B). Las gráficas muestran la progresión del SC a lo largo del tiempo 
(días postinmunización (dpi)). Las flechas indican el día en el que se inició el tratamiento. En las 
tablas se presentan los resultados como la media ± SE. El análisis estadístico se realizó mediante 
un T-test *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,0001 vs suero. La definición de los parámetros medidos se 
explica en el punto 17.1 del apartado de material y métodos.  
 
25.2. Modelo EAE-RR 
25.2.1. Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ murino. 
Los ratones control fueron tratados con suero salino cada 3 días, desde el 
11 dpi hasta el fin del experimento, mostrando un desarrollo típico del modelo 
RR, con dos brotes de gran severidad separados por un periodo de remisión  
(recuperación parcial de la disfunción neurológica) y con elevados valores medios 
de SC máximo y acumulativo (Figura 28 A). Los ratones tratados con IFNβ  
presentaron cambios significativos con respecto a los animales control, tanto en 
la media del SC máximo alcanzado (2,5 ± 0,2 vs 3,2 ± 0,1) como en la media del SC 
acumulativo (50,1 ± 3,9 vs 64,0 ± 1,6), mostrando un curso de la enfermedad más 
moderado. Además, tanto la duración como la media del SC alcanzado en ambos 
brotes fueron significativamente menores en animales que recibieron el 
tratamiento inmunomodulador. 
25.2.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
Los resultados obtenidos tras el tratamiento agudo con AdMSCs (11 dpi) se 
muestran en la figura 28 B, y se resumen a continuación: 
 Terapia celular autóloga con SJL-AdMSCs: los ratones presentaron un curso 
clínico moderado con una reducción estadísticamente significativa del SC máximo 
(2,3 ± 0,5 vs 3,2 ± 0,3) y una fuerte disminución del SC acumulativo (49,7± 2,1 vs 
58,4 ± 7,2), en comparación con los animales tratados con salino. Además, el 
tratamiento autólogo no sólo fue capaz de reducir la duración de los brotes  (5 
días vs 13 días en primer brote, y 8 días vs 16 días en segundo brote)  sino 
también el SC medio alcanzado en cada brote (primer brote 1,8 ± 0,2 vs 2,3 ± 0,1, 
























 Terapia celular alogénica con C57-AdMSCs: Los animales que recibieron este 
tratamiento mostraron una disminución en los valores medios del SC máximo (2,2 
± 0,3 vs 3,2 ± 0,3), en la duración del primer y segundo brote (6 días vs 13 y 8 días 
vs 16, respectivamente) y en el SC del primer brote (1,9 ± 0,1 vs 2,3 ± 0,1) muy 
similares a los obtenidos con el tratamiento autólogo. Los valores de discapacidad 
funcional alcanzados durante el segundo brote fueron incluso más bajos que los 
obtenidos con el tratamiento autólogo, asemejándose más a lo observado tras el 
tratamiento con la terapia génica con AdMSCs-IFNβ. 
25.2.3. Terapia génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ 
Los ratones tratados con células transducidas presentaron una reducción 
significativa de la media del SC máximo con respecto a los animales control (1,8 ± 
0,2 vs 3,2 ± 0,3) (Figura 28 B). Además, la terapia disminuyó de forma significativa 
tanto la duración del primer brote (4 días vs 13 días) como el grado de disfunción 
clínica alcanzada en este periodo (1,6 ± 0,1 vs 2,3 ± 0,1). Los resultados en el 
segundo brote fueron aún más acusados; se produjo una disminución en la 
duración del brote de hasta 10 días (6 días vs 16 días) acompañado de una 
disminución en los valores medios de SC para ese periodo de recurrencia (1,4 ± 
0,1 vs 1,9 ± 0,1), lo que se tradujo en la aparición de un segundo brote mucho 
menos agresivo en comparación con el que muestran los animales tratados con 
suero salino.  
 










Incidencia de la 
enfermedad 
Mortalidad 






Suero 16/18 0/16 11,3 ± 0,1 3,2 ± 0,1 64,0 ± 1,6 
IFNβ 15/17 1/15 11,3 ± 0,1 2,5± 0,2*** 50,1 ± 3,9** 
  
Duración del 1º 
brote 
Media SC 1º 
brote 




Suero  13 (12-24dpi) 2,1±0,1 8 (40-47dpi) 2,2 ± 0,1 
IFNβ   10 (12-21dpi) 1,8±0,1** 5 (40-44dpi) 1,5 ± 0,0*** 
A 















Incidencia de la 
enfermedad Mortalidad 






Suero 12/14 1/12 10,7 ± 0,4 3,2 ± 0,3 58,4 ± 7,2 
SJL-AdMSCs (autólogo) 12/14 1/12 10,3 ± 0,4 2,3 ± 0,5* 49,7 ± 2,1 
C57-AdMSCs (alogénico) 6/6 0/6 10,0 ± 0,0 2,2 ± 0,3* 52,8 ± 8,2 
 AdMSCs-IFNb (génica) 10/10 1/10 10,5 ± 0,4 1,8 ± 0,2* 46,1 ± 4,6 
 
Figura 28. Evolución clínica en el modelo de EAE-RR. Tratamiento crónico con IFNβ (A) y agudo 
con AdMSCs y AdMSCs-IFNβ (B). Las gráficas muestran la progresión del SC a lo largo del tiempo 
(días postinmunización (dpi)). Las flechas indican el día en el que se inició el tratamiento. En las 
tablas se muestra la media ± SE de los resultados. El análisis estadístico se realizó mediante un 
T-test *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,0001 vs suero salino. La definición de los parámetros medidos 
se explica en el punto 17.1 del apartado de material y métodos.  
 
26. Evaluación de la eficacia de las terapias sobre los procesos fisiopatológicos 
y las lesiones del SNC. 
Se evaluó el efecto de las distintas terapias sobre parámetros 
proinflamatorios y neurodegenerativos, y lesiones inducidas por la EAE en la zona 
lumbar de la médula espinal de ratones de ambos modelos, CP y RR, en fase de 




    
Duración del 1º 
brote 
Media SC 





Suero  13 (13-25dpi) 2,3 ± 0,1   16 (35-50dpi) 1,9 ± 0,1 
SJL-AdMSCs (autólogo)  5 (13-17dpi) 1,8 ± 0,2*     8 (42-49dpi)   1,6 ± 0,1* 
  C57-AdMSCs (alogénico)  6 (13-18dpi) 1,9 ± 0,1*     8 (43-50dpi)     1,4 ± 0,1** 






















































































26.1. Modelo EAE-CP. 
26.1.1. Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ. 
Los resultados mostraron que el tratamiento crónico con IFNβ  redujo 
significativamente el número de infiltrados celulares de linfocitos T marcados con 
CD3 (65,6 ± 18,8% vs 100,0 ±6,3), aumentó el número de neuronas NeuN positivas 
(Neu+) (10,1 ± 0,7 vs 8,3 ± 0,4) y disminuyó el porcentaje del área desmielinizada, 
marcada como ausencia de MBP en la sustancia blanca de la médula espinal (1,5 ± 
0,1 vs 17,7 ± 4,5), con respecto a los animales control (Figura 29). No se 
detectaron diferencias en el número de oligodendrocitos  marcados con Olig2 ni 
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Figura 29. Análisis Inmunohistoquímico de la zona lumbar de médula espinal en modelos de 
EAE-CP tratados con IFNβ. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante T-test, a niveles de 
significación *p≤0,05; **p≤0,001; ***p≤0,0001.  Las gráficas representan los valores medios 
obtenidos para los marcadores Olig2, NeuN,  Iba1 y ausencia de MBP (desmielinización) ± SE. La 
gráfica para el marcador CD3 representa una relativización de sus valores con respecto a los 
animales control ± SE. Imágenes representativas de cada grupo experimental, tomadas a 
aumentos de 10X (MBP a 4X).  
 
26.1.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
 Terapia celular autóloga con C57-AdMSCs: los ratones mostraron una 
disminución significativa en el número de infiltrados de linfocitos T (CD3) (35,2 ± 
17,50 vs 100,0 ± 0,1) y unos porcentajes de desmielinización (ausencia de MBP) 
muy bajos en comparación con lo observado en los animales control  (4,9 ± 2,5 vs 
42,8 ± 4,0) (Figura 30).  
No se apreciaron diferencias significativas en el número de precursores de 
oligodendrocitos positivos para Olig2, en el número de células neurales NeuN+, ni 
en el estado de activación de la microglía (Iba1) cuando se comparó con los 
animales tratados con suero salino. 
 Terapia celular alogénica con SJL-AdMSCs: estos animales mostraron un 
descenso significativo en el número de infiltrados celulares (CD3+) (21,4 ± 3,9 vs 
100,0 ±0,1 control) y en el porcentaje de áreas desmielinizadas, reflejado en un 
aumento del marcador MBP respecto a los animales control (3,7 ± 1,5 vs 42,8 




















































































































No se observaron diferencias significativas en el número de neuronas 
NeuN+, precursores de oligodendrocitos Olig2+ ni en la población microglial 
activada (Iba1) al comparar con los animales tratados con suero salino. 
26.1.3. Terapia génica; tratamiento con  AdMSCs-IFNβ. 
Se observó una disminución significativa de los infiltrados de células T 
(CD3+) en comparación con los animales control (34,5 ± 4,3 vs 100,0 ± 0,1) (Figura 
30). En el caso de los porcentajes de desmielinización, fueron significativamente 
menores que los obtenidos con los animales control (0,7 ± 0,2 vs 42,8 ±4,0), no 
mostrando apenas zonas desmielinizadas.  
No se encontraron diferencias significativas en el número de células Neu+, 
precursores de oligodendrocitos Olig2+, ni en la población microglial activada 
(Iba1). 
 
   
 
 
    








    
 


































                                  
 








    
                                     
 
  












































































































































Figura 30. Análisis Inmunohistoquímico de la zona lumbar de médula espinal en modelos de 
EAE-CP tratados con terapias celular y génica. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante T-
test, a niveles de significación */+ p≤0,05; **/++ p≤0,001; ***/+++p≤0,0001. Las gráficas 
representan los valores medios obtenidos para los marcadores Olig2, NeuN,  Iba1 y ausencia de 
MBP (desmielinización) ± SE. La gráfica para el marcador CD3 representa una relativización de 
sus valores con respecto a los animales control ± SE. Imágenes representativas de cada grupo 
experimental, tomadas a aumentos de 10X (MBP a 4X).  
 
26.2. Modelo EAE-RR 
26.2.1.  Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ. 
El análisis histopatológico del tejido de ratones SJL mostró que el IFNβ 
indujo un aumento significativo en el número de precursores de oligodendrocitos, 
Olig2+ (21,2 ± 1,1 vs 14,4 ± 0,7), y una disminución significativa en los valores del 
área de desmielinización (0,1 ± 0,1 vs 13,2 ± 1,1) con respecto a los controles 
(Figura 31). Aunque no existieron diferencias estadísticamente significativas, se 
apreció también una disminución de los valores de linfocitos T CD3+ infiltrados y 
un ligero aumento de neuronas Neu+. No se apreciaron diferencias en la 












































































   



























Figura 31. Análisis Inmunohistoquímico de la zona lumbar de médula espinal en modelos de 
EAE-RR tratados con IFNβ. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante T-test, a niveles de 
significación *p≤0,05; **p≤0,001; ***p≤0,0001.  Las gráficas representan los valores medios 
obtenidos para los marcadores Olig2, NeuN, Iba1 y ausencia de MBP (desmielinización) ± SE. La 
gráfica para el marcador CD3 representa una relativización de sus valores con respecto a los 
animales control ± SE. Imágenes representativas de cada grupo experimental, tomadas a 
aumentos de 10X (MBP a 4X). 
 
26.2.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
 Terapia celular autóloga con SJL-AdMSCs: Se observó una disminución 
significativa en el número de infiltrados de linfocitos T (CD3+) en los animales 
























































































aumento de precursores de OLs (Olig2+) (20,4 ± 1,1 vs 16,8 ± 0,6) cuando se 
comparó con los animales tratados con suero salino. Por otro lado, los niveles de 
microglía activada (Iba1) se redujeron de forma significativa (7,5 ± 0,7 vs 9,9 ± 0,5 
control), y los porcentajes correspondientes a las áreas desmielinizadas fueron 
mucho menores en la terapia autóloga que en los animales tratados con suero 
salino (4,9 ± 2,5 vs 42,8 ± 4).  
No existieron diferencias significativas en la población de neuronas NeuN+. 
 Terapia celular alogénica con C57-AdMSCs: El número de infiltrados (CD3+) en 
el SNC fue significativamente menor tras la terapia celu lar alogénica (72,6 ± 0,2 vs 
100,0 ± 0,1 control) (Figura 32). Del mismo modo, los niveles de población 
microglial activada (Iba1) se vieron reducidos de forma significativa con respecto 
a los animales tratados con suero salino (7,3 ± 0,6 vs 9,9 ± 0,5). En cuanto a los 
porcentajes de desmielinización, aunque no se apreciaron diferencias 
estadísticamente significativas entre el tratamiento alogénico y los animales 
control, la terapia celular mostró una tendencia a la disminución de la 
desmielinización (6,4 ± 4,7 vs 18,6 ± 2,1).  
No se observaron diferencias significativas en el número de precursores de 
oligodendrocitos Olig2+ al comparar con los animales control.  
26.2.3. Terapia génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ. 
Se produjo una disminución en el número de infiltrados celulares  (CD3+) 
(58,6 ± 0,2 vs 100,0 ± 0,1 control) (Figura 32) y una reducción significativa en el 
número de microglía activada (Iba1) con respecto a los animales control (7,5 ± 0,5 
vs 9,9 ± 0,5). Por otro lado, se observó una disminución significativa de los 
porcentajes de desmielinización en comparación con lo observado en la materia 
blanca de los tejidos medulares de los controles (5,6 ± 0,1 vs 18,6 ± 2,1). 











    

























     
    
  










































































































    























Figura 32. Análisis Inmunohistoquímico de la zona lumbar de médula espinal en modelos de 
EAE-RR tratados con terapia celular y génica. El análisis estadístico se llevó a cabo mediante T-
test, a niveles de significación */+ p≤=0,05; **/++ p≤0,001; ***/+++p≤0,0001. Las gráficas 
representan los valores medios obtenidos para los marcadores Olig2, NeuN,  Iba1 y ausencia de 
MBP (desmielinización) ± SE. La gráfica para el marcador CD3 representa una relativización de 
sus valores con respecto a los animales control ± SE. Imágenes representativas de cada grupo 
experimental, tomadas a aumentos de 10X (MBP a 4X).  
 
27. Análisis de la expresión génica en el SNC.  
En este estudio se analizó, en el SNC de los animales, el efecto de las 
distintas terapias sobre la expresión de genes relacionados con migración celular 
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inmune (IFNβ, IFNAR2, IFNγ, FoxP3 e IL4), daño neuronal y regeneración (PDGFA, 
NG2, CASP3 y OLIG2). 
Los resultados obtenidos se resumen a continuación, y tan solo se muestran 
las gráficas de aquellos marcadores cuya expresión se modificó significativamente 
por alguna terapia:  
27.1. Modelo EAE-CP. 
27.1.1.  Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ. 
No se apreciaron diferencias significativas en la expresión de ninguno  de los 
genes analizados tras el tratamiento crónico con IFNβ. 
27.1.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
Se observó un aumento significativo en la expresión de sema3f tras el 
tratamiento autólogo cuando se comparó con los animales control (Figura 33 A). 
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresión de 
ninguno de los macadores analizados en los animales con tratamiento alogénico. 
27.1.3. Terapia génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ. 
Se apreció un aumento significativo en la expresión de sema3f y del gen del 
IFNβ tras la terapia génica cuando se comparó con la expresión de estos mismos 
genes en los animales control (Figura 33 A y B, respectivamente). Del mismo 
modo, se mostró un aumento de la expresión de IFNAR2 cuando se comparó con 























Figura 33. Análisis comparativo de la expresión génica. Representación gráfica de los niveles de 
expresión génica de aquellos genes que han mostrado una expresión diferencial significativa tras 
algunas de las terapias evaluadas en el modelo EAE-CP. Estdístico M-W, p≤0,05. El asterisco 
refleja que exiten valores muestrales extremos que se van de rango.  
 
27.2. Modelo EAE-RR. 
27.2.1. Terapia inmunomoduladora; tratamiento con IFNβ. 
La expresión de los distintos genes no mostró diferencias significativas tras el 
tratamiento inmunomodulador. 
27.2.2. Terapia celular; tratamiento con AdMSCs. 
Tras el tratamiento autólogo con SJL-AdMSCs disminuyó de forma 
significativa el valor de expresión del gen de la caspasa3, respecto a los valores 
de expresión obtenidos en los animales control (Figura 34 A). 
Por otro lado, tras el tratamiento alogénico con C57-AdMSCs se produjo una 
tendencia al incremento de los niveles de expresión de Foxp3 con respecto a los 
controles y al resto de terapias, obteniéndose valores estadísticamente 
significativos cuando se compararon con los niveles de expresión en animales 
tratados con terapia autóloga con SJL-AdMSCs (Figura 34 B). 
27.2.3. Terapia génica; tratamiento con AdMSCs-IFNβ. 
Los animales tratados con terapia génica mostraron un incremento en los 
niveles de expresión de caspasa3 cuando se compararon tanto con los animales 
control como con aquellos animales sometidos a terapia autóloga (Figura 34 A). 
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IFNγ y VCAM, respecto a los niveles de expresión obtenidos con los animales 
tratados con suero salino (Figura 34 C, D y E, respectivamente).  
 
 
Figura 34. Análisis comparativo de la expresión génica. Representación gráfica de los niveles de 
expresión génica de aquellos genes que han mostrado una expresión diferencial significativa tras 
la administración de las terapias evaluadas en el  modelo EAE-RR. Estadístico M-W, p≤0,05. El 
asterisco refleja que exiten valores muestrales extremos que se van de rango.  
 
ESTUDIO DE LA MIGRACIÓN CELULAR. 
28. Monitorización de la migración de las AdMSCs.  
28.1. Modelo EAE-CP. 
Se llevó a cabo el seguimiento de la biodistribución de las C57-AdMSCs 
(terapia autóloga) y AdMSC-IFNβ (terapia génica) teñidas con el colorante 
bioluminiscente DiR, en animales sanos y con EAE-CP. Las imágenes de 
bioluminiscencia y rayos X in vivo se adquirieron en el momento de la 
administración de las células (T1) (inicio de la sintomatogía en EAE), 7 días post- 
administración (dpa) (T2) (pico del brote en enfermos) y 14 dpa (T3) (cronificación 










































































































































En general, tras la administración iv de las células (autólogas y génicas), 
éstas se dirigieron directamente al pulmón (Figura 35; T1) y permanecieron allí al 
menos 24h (imagen no mostrada) independientemente del estado del animal 
(sano o con EAE inducida). Además, una semana después de la inoculación (T2), 
se registra la señal más intensa emitida de todo el periodo de experimentación, y 
las células teñidas, además de permanecer en pulmón, parecen distribuirse por el 
hígado y el bazo, principalmente, en todos los grupos experimentales. Tras 14 
días post-transplante (T3), la señal disminuye en cuanto a intensidad aunque la 
biodistribución de las células se mantiene.  
En cuanto a la terapia autóloga, se observó una mayor intensidad de la señal 
en los animales con EAE al compararlos con los animales sanos. Aparentemente, 
la migración de estas células también fue mayor en los animales enfermos, 
obteniéndose señal en las zonas de pulmón, hígado, bazo y sacro-lumbar.  
Estas diferencias relativas a la intensidad de señal y biodistribución entre 
animales sanos y con EAE también se observaron tras la terapia génica, aunque 
fueron menos acusadas.  
Por otro lado, la intensidad de la señal emitida por las AdMSC-IFNβ fue 
mayor que la registrada tras la terapia autóloga, independientemente del estado 
del animal (sano o EAE) y del momento de adquisición de la imagen (T1, T2, T3). 
La migración de las células transducidas también resultó mayor que las células 
control en todos los momentos evaluados; en T2 las células transducidas 
muestran la mayor intensidad y patrón de distribución registrado, apareciendo 
señal en zonas de pulmones, higado, bazo y medula espinal, sin existir grandes 
diferencias entre animales sanos y con EAE-CP. Tras 14 días (T3), la intensidad de 
























Figura 35. Monitorización de la migración celular.  Seguimiento de la distribución de C57-
AdMSCs (terapia autóloga) y AdMSC-IFNβ (terapia génica)  en ratones sanos (A) y con EAE con 
curso crónico progresivo (B), medidos en el momento de la administración (T1=0; días post-
administación), en el momento del inicio de la sintomatología (T2=+7dpa) y dos semanas tras 
el transplante (T3=+14dpa). Imágenes analizadas a escala 900-2100. 
 
 
28.2. Modelo EAE-RR. 
En este caso, las células monitorizadas fueron las SJL-AdMSCs (terapia 
autóloga) y AdMSC-IFNβ (terapia génica), en anima les sanos y con EAE-RR. Los 
tiempos de adquisición de imágenes fueron similares al anterior modelo solo que, 
en este caso, T3 coincidió con el periodo de remisión del brote en los animales 
con EAE. Los resultados indicaron que:  
En todos los grupos experimentales , las células autólogas y génicas 
inoculadas vía iv, se dirigieron principalmente al pulmón (Figura 36; T1), al igual 
que ocurría en el modelo EAE-CP. 7 días después (T2) se registra el pico de 
intensidad de la señal emitida por las células teñidas y, además de permanecer en 
pulmón, parecen distribuirse por hígado, bazo y médula espinal, principalmente. 
Las imágenes adquirida tras 14 días post-transplante (T3) muestran una leve 































Los resultados mostraron diferencias en cuanto a la migración de las células 
autólogas entre animales sanos y EAE-RR. Aparentemente, la biodistribución de 
estas células fue mayor en los enfermos, obteniéndose señal intensa tanto en 
zonas periféricas (pulmón, hígado, bazo) como en SNC (médula espinal y cerebro) 
a 7 y 14 días post-transplante (T2 y T3). Además, la intensidad de la señal también 
fue mayor en animales EAE-RR al compararlos con los sanos en todos los tiempos 
evaluados.   
En cuanto a la terapia génica, la migración y la intensidad de señal emitida 
por las células transducidas también se mostraron diferentes entre animales 
sanos y con EAE-RR, aunque en este caso fueron menos evidentes que con la 
terapia autóloga.   
En este modelo, la intensidad de la señal emitida por las AdMSC-IFNβ fue 
ligeramente superior que la registrada tras la terapia autóloga en animales sanos  
en todos los tiempos evaluados; diferencia que no se constató en los animales 
con EAE-RR.  
Por otro lado, la localización de las células transducidas resultó 
aparentemente similar a la de las células control en todos los momentos 
evaluados, independientemente del estado del animal, sano o con EAE-RR; En T2 
y T3, las señales de las células inoculadas aparecieron en zonas de pulmones, 
hígado, bazo y médula espinal. Cabe destacar que, en animales EAE-RR a tiempos 
T2 y T3, las células transducidas no emitieron señal en la zona del cerebro, a la 



























Figura 36. Monitorización de la migración celular. Distribución de SJL-AdMSCs (terapia 
autóloga) y AdMSC-IFNβ (terapia génica)  en ratones sanos (A) y con EAE con curso remitente-
recurrente (B), medidos en el momento de la administración (T1=0 días post-administración 
(dpa)), en el momento del inicio de la sintomatología (T2=+7dpa) y dos semanas tras el 





















T1 T2 T3 T1 T2 T3

















La esclerósis múltiple es una enfermedad desmielinizante e inflamatoria 
crónica, en la que la mielina del sistema nervioso central (SNC) es el órgano diana 
de un proceso presumiblemente autoinmune. Se caracteriza por tener una 
etiología desconocida y presentar una gran heterogeneidad a nivel 
anatomopatológico, patogénico y clínico, incluyendo la respuesta a posibles 
terapias. 
Clasicamente, el tratamiento de la EM ha estado dirigido hacia el Sistema 
Inmune (SI), bien mediante la imunosupresión sistémica (con agentes no 
específicos) y/o a través de inmunomodulación (regulando a la baja los linfocitos 
autoinmunes específicos contra la mielina o mejorando las vías reguladoras), todo 
ello orientado a controlar la respuesta inflamatoria [215-218]. En este contexto, y 
debido al supuesto origen viral de la EM, se iniciaron ensayos con Interferón (IFN) 
como tratamiento terapéutico, cuya capacidad antiviral estaba altamente 
constatada [220-221]. El IFN beta (IFNβ) fue aprobado por la EMA (European 
Medical Agency) para su uso clínico en pacientes con cursos clínicos RR, tras 
demostrarse que era el único de la familia de los interferones capaz de disminuir 
la gravedad de la enfermedad [221,223,225]. Actualmente, el IFNβ es una de las 
terapias inmunomoduladoras de primera línea en la EM cuya acción terapéutica 
se basa en la disminución de los infiltrados proinflamatorios, disminuye el tráfico 
celular a través de la barrera hematoencefálica (BHE) [362] promoviendo su 
integridad, inhibe la actividad de las células T, la producción de IFNγ con la 
consecuente modulación de las moléculas CMH clase II [363] así como de cks 
proinflamatorias tales como IL-17 y osteopontina [362], mejora la 
inmunorregulación de las células T a través de la restauración de la sensibilización 
a la acción supresora de las células Treg [364], regula la actividad microglial [240], 
y promueve la apoptosis [365], la neuroprotección y la neurorregeneración del 
SNC [241-242], entre otras. 
Sin embargo, el hecho de que existan pacientes con EM no respondedores 
al tratamiento con IFNβ ha potenciado la búsqueda de otros fármacos más 
efectivos. Además, en la actualidad, se investigan líneas de acción terapéuticas 
orientadas no solo a la inmunomodulación sino también a la neuroprotección in 
situ. 




En este contexto, la terapia con células madre aparece como una 
alternativa apropiada e innovadora para enfermedades como la EM. Gracias a los 
avances en medicina regenerativa logrados en la última década, se han 
descubierto propiedades funcionales de estas células desconocidas hasta el 
momento. Un grupo de células madre cuyo estudio y aplicación clínica están en 
auge actualmente son las células madre mesenquimales (MSCs) y, entre ellas, las 
derivadas de tejido adiposo (AdMSCs). Se ha descrito su capacidad de ejercer 
actividades inmunomoduladoras e inmunosupresoras a través de la supresión de 
la proliferación de células T, la inducción de las Treg, la alteración de la función y 
maduración de células dendríticas, la supresión de la proliferación y 
diferenciación de células B y la inhibición de las NK [250,305,366]. Además, 
ejercen una acción neuroprotectora y neurorregeneradora [252,310,320], y 
promueven la supervivencia celular y la neurogénesis [283], entre otras. Por ello, 
se han convertido en perfectas candidatas para utilizarlas como factor 
terapéutico en enfermedades de origen autoinmune, como la EM [334].  
Otras de las ventajas que presentan estas células es su capacidad de migrar 
hacia tejido lesionado en condiciones de inflamación [278,334,367]. Esto las 
adecúa para actuar como vehículo transportador de fármacos mediante la terapia 
génica. En este contexto, la inserción de material genético con fines terapéuticos 
en el ADN de las AdMSCs permitiría su transporte y liberación aut ocrina 
directamente en el tejido dañado [368]. 
Por todos estos antecedentes, en este trabajo nos planteamos estudiar el 
efecto terapéutico de la terapia con AdMSCs y de la terapia génica en los modelos 
experimentales de EM. En este caso, la inserción del gen de IFNβ en el ADN de las 
SJL-AdMSC supondría una fuente de expresión constitutiva de la ck, y una 
alternativa al tratamiento con IFNβ. 
CARACTERIZACIÓN DE AdMSCs Y AdMSCs-IFNβ OBTENIDAS DE RATONES 
SJL/JCrL. 
A pesar de todos los efectos beneficiosos descritos con las AdMSCs, existen 
discrepancias entre distintos autores en relación a muchas de las características 





marcadores de membrana, cinética de crecimiento [258,284,287], capacidad de 
diferenciación [253,300] y funcionalidad [301-302], entre otras. Estas diferencias, 
que probablemente se deban a los diferentes procedimientos y protocolos 
realizados en los diferentes laboratorios, se deben resolver antes de la aplicación 
de estas células en la clínica. 
Por otro lado, los distintos grupos emplean diferentes especies animales o 
cepas, en función de la base genética más apta para desarrollar un modelo animal 
de una enfermedad específica, focalizando sus investigaciones en el estudio de la 
eficacia del transplante autólogo de MSCs en dichas enfermedades. De esta 
forma, es necesaria la identificación y caracterización de factores de variabilidad 
relacionados con el modelo animal utilizado, con la fuente de obtención celular, 
con los protocolos de aislamiento y cultivos celulares, entre otros, para unificar 
criterios en el desarrollo de tratamientos basados en células y que permitan 
validar estas terapias.  
Por todas estas razones, antes de evaluar la eficacia terapéutica de  las 
terapias celular y génica con AdMSCs derivadas de la cepa de ratón SJL/JCrl (SJL-
AdMSCs), se llevó a cabo la caracterización de las mismas,  obtenidas bajo 
nuestras condiciones experimentales, y su comparación con las AdMSCs de la 
cepa de ratón C57BL/6 (C57-AdMSCs), ampliamente descritas en la literatura 
[284-285].  
Hasta donde conocemos, éste ha sido el primer estudio detallado y 
publicado de las AdMSCs obtenidas de tejido de ratones SJL [204] (ver ANEXO II), 
que es una cepa ampliamente empleada en el desarrollo de modelos animales de 
una gran variedad de enfermedades [160,186,188,369-370], y de particular 
interés en estudios de enfermedades autoinmunes como la EM [186,370]. 
Los resultados mostraron que en cultivo, durante largos periodos de tiempo y 
bajo nuestras condiciones experimentales, las SJL-AdMSCs crecían adheridas al 
plástico, presentando una morfología análoga a la de las C57-AdMSCs. Los valores 
de tamaño celular y granularidad se mostraron homogéneos en el tiempo, 
indicando la existencia de una línea celular pura, sin contaminación por otros 
tipos celulares, y reflejando que no se habían producido cambios morfológicos 
importantes [299]. Estos datos son similares a los descritos para los cultivos de 




MSCs, donde la población celular, inicialmente heterogenea, tiende a una 
morfología homogenea y de tipo fibroblasto [285,371-372].  
La tasa de crecimiento celular se vió incrementada a lo largo de los pases 
(p) de cultivo, alcanzando valores máximos a partir del p7 en la población SJL -
AdMSCs y tras el p6 en C57-AdMSCs, momento tras el cual se produce una 
estabilización en el crecimiento celular que se mantiene hasta el último pase 
evaluado (p15). La ausencia de alteraciones morfológicas relevantes (formas 
celulares planas irregulares o distendidas y núcleo celular circunscrito bajo 
microscopia de contraste de fases), junto con el aumento y estabi lización de la 
tasa de crecimiento en ambas cepas, sugieren que ninguno de los cultivos entró 
en senescencia celular en el tiempo evaluado. Este estado se caracteriza por una 
pérdida irreversible de la capacidad proliferativa de la célula mientras permanec e 
en un estado metabólicamente activo. Los resultados coinciden con estudios 
previos en los que se han expandido cultivos de AdMSCs de ratón, en los que las 
células se mantienen y proliferan sin disminuir su tasa de crecimiento [285,303-
304].  
Por otro lado, aunque no se han encontrado evidencias de senescencia 
celular o disminución de la tasa de crecimiento en nuestros resultados, no se 
puede obviar el hecho de que diferentes condiciones experimentales puedan 
influir en ello. De esta forma, trabajos previos han evidenciado la existencia de 
estos fenómenos (morfología celular agrandada e irregular que desemboca en 
una parada de la proliferación) bajo circunstancias específicas [299], 
demostrando que existen factores que juegan un papel relevante en la expansión 
de las MSCs, tales como el tiempo que permanecen las células en cada pase de 
cultivo y condiciones del mismo, la fuente de procedencia de las células, los 
protocolos de aislamiento o la densidad celular con la que se comienza el cultivo 
[286-288,300,303-304].  
Respecto al perfil fenotípico, las SJL-AdMSCs carecen de los marcadores 
hematopoyéticos en todos los pases evaluados. Estos resultados fueron similares 
a los obtenidos con las C57-AdMSCs, coincidiendo con lo descrito en la literatura 
[258,286-287]. Por otro lado, los niveles de expresión de los marcadores 





al compararlos con las C57-AdMSCs. Este amplio rango de niveles de expresión se 
atribuye, de forma consensuada, a las diferentes fuentes del tejido de 
procedencia de las células, a la especificidad del medio de cultivo utilizado y a las 
condiciones experimentales de cada laboratorio [254,257,285,287-288,299], entre 
otras. 
La multipotencialidad de la población SJL-AdMSCs se evaluó mediante la 
inducción de la diferenciación in vitro a líneas celulares de linaje de origen 
mesodérmico en p7 y p15. Los ensayos se realizaron a estos pases para asegurar 
que la capacidad de diferenciación no se modificaba a pases altos. Además, se 
evaluó la pluripotencialidad de estas células a través de su capacidad de 
transdiferenciación a células neurales en esos mismos pases. Los resultados 
mostraron que, bajo condiciones específicas de cultivo, las SJL-AdMSCs tienen la 
capacidad de diferenciarse a adipocitos, condrocitos y osteoblastos, y de 
transdiferenciarse a células neurales, sin existir diferencias significativas cuando 
se comparó con lo observado en las C57-AdMSCs.  
Todos estos resultados indican que estas células, obtenidas en nuestro 
laboratorio, cumplen los requisitos para ser consideradas células madre 
mesenquimales [260-263] lo que, por otra parte, valida nuestras técnicas de 
aislamiento y cultivos celulares. 
Para desarrollar la terapia génica y determinar si la manipulación genética 
para la inserción del gen de IFNβ inducía cambios biológicos y/o funcionales de 
las SJL-AdMSCs, caracterizamos exhaustivamente las líneas celulares 
transducidas.  
Para ello, en primer lugar se llevó a cabo la inserción del gen del IFNβ de 
expresión constitutiva en SJL-AdMSCs, generando 3 líneas celulares secretoras de 
la ck (1HIT, 2HITs, 3HITs). Los datos obtenidos con las técnicas moleculares 
indicaron que el mayor número de copias insertadas por célula fue para la línea 
celular de 1HIT, disminuyendo en 2 y 3HITs. Sin embargo, el hecho de que una 
célula haya insertado un gen determinado en su material genético no implica que 
vaya a expresarlo, ya que ha podido insertarse en una zona de baja expresión o 
incluso en zonas silentes [348]. Por esto, antes de realizar la caracterización 
celular, se comprobó que las células transducidas producían altas cantidades de 




IFNβ, que su liberación era detectable en los sobrenadantes de los cultivos de las 
3 líneas celulares y que los resultados eran reproducibles. De esta forma, la 
continuidad en la búsqueda de la línea con mayor producción no constituyó una 
prioridad de este trabajo, ya que los datos relevantes de inserción y expresión del 
gen de IFNβ se corroboraban en todas las líneas celulares generadas.  
Los resultados de la caracterización mostraron que en las 3 líneas se 
mantenía la morfología característica tipo fibroblasto y un crecimiento por 
adhesión al sustrato durante las distintas fases de expansión del cultivo. Los 
valores de la tasas de crecimiento obtenidos permanecieron estables, 
coincidiendo con lo obtenido en las SJL-AdMSCs entre los pases 6 y 10, por lo que 
las inserciones génicas no afectaron al crecimiento, ni siquiera en la línea celular 
sometida a 3 transducciones consecutivas en el tiempo.  
Respecto al perfil fenotípico, los porcentajes correspondientes a los 
marcadores hematopoyéticos permanecieron negativos, y positivos para los 
marcadores estromales. Nuestros datos sugieren una tendencia al aumento del 
CD106 tanto en 2HITs como en 3HITs. El marcador CD106 o VCAM1 es una 
molécula de adhesión implicada en la migración celular. Diversos autores 
describen distintos niveles de expresión de este marcador en las poblaciones de 
MSCs debido, probablemente, a los diferentes protocolos de expansión, fuentes 
de obtención celular, etc, nombrados anteriormente [356,373].  
Los ensayos de diferenciación celular indicaron que no se observaron 
cambios importantes en la multipotencialidad de la l ínea de 1HIT al diferenciarse 
a adipocitos, osteoblastos y condrocitos, en porcentajes similares a los obtenidos 
con las SJL-AdMSCs. Sin embargo, las líneas celulares de 2HITs y 3HITs mostraron 
una disminución del potencial de diferenciación adipogénica (35% y 55%, 
respectivamente) y osteogénica (35% y 45%, respectivamente), mientras que el 
potencial condrogénico permaneció estable cuando se comparó con las células 
control (no transducidas). Estos datos sugieren que los potenciales de 
diferenciación adipogénica y osteogénica de la población podrían alterarse en 
función de número de transducciones recibidas.  
Por otro lado, los estudios de transdiferenciación indicaron que las 3 líneas 





entre ellas ni con las células control. Por tanto, todos estos datos indican que las 
células transducidas mantienen las características biológicas de las células madre 
mesenquimales. 
 Sorprendentemente, una vez transdiferenciadas, la producción de IFNβ se 
mantenía en las 3 subpoblaciones, lo que amplía el abanico de posibles efectos 
terapéuticos de la terapia génica.  
En general, estos resultados sugieren que las AdMSCs-IFNβ serían perfectas 
candidatas como agentes terapéuticos en enfermedades como la EM, ya que 
serían capaces de migrar al SNC en estado de inflamación, donde podrían, ademas 
de ejercer las funciones inmunoreguladoras descritas para las MSCs, activar 
precursores de celulas endógenas o, si el microambiente es favorable, 
diferenciarse directamente a células neurales. Además, transdiferenciadas o no, 
liberarían IFNβ in situ que, a su vez, ejercería sus efectos terapéuticos sobre el 
tejido lesionado e inflamado.  
A pesar de que las 3 líneas transducidas cumplian los requisitos para ser 
consideradas células madre mesenquimales, la línea de 1HIT mostró menos 
diferencias al compararla con las células control SJL-AdMSCs, por lo que las 
seleccionamos para llevar a cabo la terapia génica in vivo. Además, al ser 
sometidas a tan sólo un proceso de transducción, son las más rentables en 
términos de tiempo y recursos invertidos.  
EFECTOS DE LAS TERAPIAS CELULAR Y GÉNICA EN MODELOS DE EM. 
Una vez caracterizadas las líneas SJL-AdMSCs y AdMSCs-IFNβ se testó in 
vivo su potencial inmunomodulador y neuroprotector en animales con EAE. El 
modelo de EAE representa un modelo de primera línea en la investigación de la 
EM. Está caracterizado por la presencia de fenómenos de inflamación y 
desmielinización en el SNC, al igual que ocurre en la EM. Como no existe un único 
modelo de EAE que mimetice la amplia variabilidad sintomatológica de la EM, los 
tratamientos se realizaron en los dos modelos de EAE más frecuentemente usados 
en ratones, EAE crónica-progresiva (EAE-CP) y EAE remitente-recurrente (EAE-RR), 
mimetizando los cursos clínicos más frecuentes en los pacientes con EM. Las 




cepas C57BL/6 y SJL/JCrl son apropiadas y genéticamente susceptibles a 
desarrollar la EAE-CP y la EAE-RR, respectivamente [160,186,188,370,374-375]. 
Modelo EAE-CP 
En primer lugar, se valoró el efecto inmunomodulador del IFNβ en el 
modelo EAE-CP desarrollado en nuestro laboratorio. Estos experimentos se 
realizaron como control positivo, tanto del modelo animal como de la terapia 
inmunomoduladora.  
Los datos obtenidos de los animales con EAE que recibieron suero salino 
indicaron que el modelo animal se estaba induciendo correctamente y de forma 
reproducible; aproximadamente 11 días después de la inmunización, los animales 
sufrían el inicio de la sintomatología hasta alcanzar niveles máximos de déficit 
neurológico. Posteriormente, la sintomatología se estabilizaba, sin un periodo 
previo de remisión, hasta el fin de la experimentación. Este curso clínico coincide 
con lo ampliamente descrito para este modelo experimental [203-204,376]. 
Nuestros resultados mostraron que las dosis y la frecuencia de 
administración del IFNβ utilizadas en los experimentos fueron efectivas 
disminuyendo la gravedad de la enfermedad. Se observó una reducción de la 
disfunción neurológica representada por una mejora del curso clínico y una 
bajada del score clínico (SC) máximo, acumulativo, y score en fase de 
cronificación en comparación con los animales control. Tal y como se esperaba, el 
análisis inmunohistológico de la zona lumbar de la médula espinal, mostró una 
disminución de la inflamación y del área desmielinizada tras el tratamiento. Est os 
efectos pueden ser debidos a mecanismos de acción de la ck descritos en la 
literatura, como la inducción de la estabilización del BHE [377], la modulación por 
factores tróficos [378], la reducción de la expresión de quimioquinas y de 
receptores de quimioquinas en las células Th1 y Th17, que disminuyen su 
capacidad de migración al SNC [379], la estimulación de la vía antiinflamatoria 
Th2 y la inhibición de la apoptosis de las células Treg [380], entre otros. Además, 
en estos animales se observó un mayor número de células neuronales NeuN+, lo 
que sugiere un efecto neuroprotector del IFNβ.  
A pesar del efecto neuroinmunomodulador descrito, el tratamiento con  





en el SNC de los animales. Estos datos no se correlacionan, en parte, con lo 
publicado por otros autores, que afirman que el IFNβ modifica los niveles de 
expresión de algunos genes, como el aumento de la expresión de la IL4, 
provocada por el aumento de la vida media de su ARNm [230]. 
Sin embargo, que el efecto regulador in vivo del IFNβ no se refleje en 
cambios de expresión génica podría deberse, en parte, a que la citoquina 
modificara los niveles de expresión de genes que den lugar a transcritos de corta 
vida media y que, en el momento del sacrificio y extracción del tejido (fase de 
cronificación), los niveles de ARNm de dichos genes fueran indetectables [381]. 
Por otro lado, también puede ocurrir que el tratamiento con IFNβ induzca la 
activación de genes de baja expresión, pero capaces de dar lugar a un elevado 
número de copias de una proteína efectora [381] por un aumento de la vida 
media del ARNm, responsables de la función neuroinmunorreguladora que 
observamos en estos animales. 
Los efectos de las terapias celular (autóloga y alogénica) y génica en 
animales con EAE inducida se llevaron a cabo con AdMSCs entre los pases 6 -9 de 
cultivo, siendo los pases en los que, además de cumplir con los requerimientos de 
células mesenquimales multipotentes, la tasa de crecimiento de las poblaciones 
era óptima para obtener la densidad celular necesaria para la administración in 
vivo. Además, está descrito que la administración celular en pases bajos podría 
evitar las alteraciones cromosómicas descritas por las AdMSCs tras múltiples 
divisiones [285,299].  
El transplante autólogo con C57-AdMSCs disminuyó significativamente la 
gravedad de la enfermedad. Esta eficacia clínica se manifestó con una 
disminución significativa en los valores de SC máximo y acumulativo, así como de 
la media del SC alcanzado en la fase crónica de estabilización sintomática con 
respecto a los controles. El análisis inmunohistoquímico de la médula espinal 
lumbar mostró una reducción significativa tanto de la inflamación, reflejada en un 
menor número de infiltrados perivasculares de linfocitos T , como de las áreas 
desmielinizadas, y una tendencia clara a la disminución de la activación de la 
población microglial.  




Estos datos se correlacionan con trabajos previos que demuestran la 
capacidad de modular la respuesta inflamatoria de las MSCs en modelos animales 
de EM, tanto a nivel de órganos linfoides periféricos como en el propio SNC   
[251,330,366]. Entre los mecanismos de inmunomodulación, se postula que estas 
células inhiben la proliferación [382-383]  e inducen un estado de anergia [328] 
de las células T autorreactivas, potencian la polarización hacia la vía 
antiinflamatoria Th2, inhibiendo la producción de citoquinas proinflamatorias 
(TNF-α, IFNγ, IL-17) [309,363] y favoreciendo la producción de citoquinas 
antiinflamatorias (TGF-β, IL2, IL10) [315,384], inducen la polarización de las 
células Th17 hacia un fenotipo regulador [383], inhiben la entrada de infiltrados 
de células T al SNC [328,367], probablemente aumentando la integridad de la BHE 
[377], y activan la expansión de células Treguladoras Foxp3+ [367] en cerebro. 
También pueden tener un efecto inmunomodulador sobre otras células del sitema 
inmune como la inhibición de las natural killer (NK) (disminuye el IFN γ), la 
generación de macrófagos antiinflamatorios que producen IL10, la inhibición de la 
diferenciación de monocitos a células dendríticas maduras (CD) o la inhibición de 
la proliferación de las células B y de la producción de anticuerpos específicos de 
la mielina [315,363,366], favoreciendo el descenso de los fenómenos de 
desmielinización y por tanto el efecto neuroprotector [250,348,385]. 
A pesar de que se observó una ligera tendencia al aumento del número de 
precursores de oligodendrocitos Olig2+ con respecto a los animales control, no 
tuvo significación estadística. Además, no se encontraron diferencias en cuanto al 
número de neuronas NeuN+ entre los animales tratados y los  controles, lo que 
indica un efecto neuroprotector muy leve. Sin embargo, esta terapia aumentó 
significativamente la expresión del marcador de migración semaforina3f en el 
SNC. Estos resultados sugieren que el tratamiento potenciaría la migración de los 
OPCs hacia la zona dañada, donde está descrito que pueden intervenir en 
procesos neurorregenerativos como la remielinización [386]. 
Teniendo en cuenta nuestros resultados de caracterización y lo que se 
describe en la bibliografía, las características biológicas y funcionales de las 
AdMSCs de dos cepas distintas de una misma especie, aisladas de un mismo  tejido 





relevantes [204,287]. Las MSCs presentan una baja inmunogenicidad al tener baja 
expresión del CMH clase I, carecer de CMH clase II y de moléculas co -
estimuladoras B7-1, B7-2 y CD40 [363,387-388], disminuyendo la probabilidad de 
rechazo en transplantes intraespecie o alogénicos, por lo que el posible potencial 
inmunogénico debe ser mínimo. Sin embargo, algunos autores sí describen cierta 
actividad inmunogénica tras los transplantes alogénicos [389-390]. Defienden 
que, aunque las AdMSCs no presentan moléculas del CMH clase II, la presencia de 
pequeñas concentraciones de IFNγ puede inducir su expresión en superficie, 
haciendo que las AdMSCs actúen como CPA que activan a células proinflamatorias  
[363]. Por otro lado, también se han descrito algunas diferencias en los patrones 
de cks producidas y en la activación de diferentes tipos de respuesta humoral 
entre transplantes autólogos y alogénicos, dando lugar a respuestas muy distintas 
en un mismo individuo [391]. 
Por todo esto, antes de la evaluación de la eficacia de la terapia génica, 
con SJL-AdMSCs modificadas para expresar IFNβ, en animales de la cepa C57 con 
EAE-CP inducida, determinamos el efecto in vivo de la terapia alogénica, con SJL-
AdMSCs (sin modificar). Los animales que recibieron este tratamiento mostraron 
un valor de SC máximo significativamente menor al compararlos con los animales 
control, y una clara tendencia a la disminución del SC en la fase crónica de la 
enfermedad así como del SC acumulativo. El análisis inmunohistoquímico de la 
médula indicó que la terapia alogénica modificó los parámetros 
neuroinflamatorios analizados de una forma muy similar a la terapia autóloga, 
destacándose la fuerte reducción del número de infiltrados proinflamatorios y la 
disminución pronunciada del área desmielinizada con respecto a los animales 
control. Estos resultados sugieren que la terapia alogénica es efectiva reduciendo 
la gravedad del curso clínico en modelos de EAE-CP, y que modula  los procesos 
de inflamación y el daño tisular inducidos por la enfermedad,  pudiendo ser los 
mecanismos por los que ejercen estos efectos muy similares a los postulados para 
la terapia autóloga. 
Los animales que recibieron la terapia génica mostraron el mayor descenso 
registrado del valor de SC máximo con respecto a los controles. Además, se 
observó una bajada significativa del SC medio en cronificación así como una 




tendencia al descenso del SC acumulativo. La mejoría sintomatológica se 
acompañó de una disminución significativa de los infiltrados perivasculares y de 
una reducción del área total desmielinizada de la médula espinal, cuando se 
compararon con los animales tratados con suero salino. La literatura actual apoya 
nuestros resultados ya que  autores como Makar y cols. [349] o Ryu y cols. [322], 
tras realizar transplantes con células madre mesenquimales de médula ósea 
transducidas con el gen del IFNβ, observan fenómenos inmunomoduladores en 
animales con EAE como los observados en nuestros experimentos. Entre ellos 
destacan la disminución en el número de infiltrados proinflamatorios, la 
inhibición de la activación y proliferación de células proinflamatorias y sus ck s 
(IL12, TNFα o IFNγ), la inducción de la activación de la vía antiinflamatoria Th2 y 
la síntesis de cks antiinflamatorias (IL10 o IL4).  
Además, estos efectos fueron muy similares a los obtenidos con las 
terapias celulares (autóloga y alogénica) y con el inmunomodulador (IFN β) por 
separado, sugiriendo que, bajo nuestro protocolo experimental, la terapia génica 
es efectiva modulando tanto el curso clínico de la EAE-CP como los parámetros 
neuroinflamatorios analizados por inmunohistoquímica. Sin embargo, la magnitud 
de estos efectos no refleja la posible sinergia de los efectos terapéuticos 
producidos por las AdMSCs y por el IFNβ por separado. 
Por otro lado, los animales que recibieron terapia génica aumentaron no 
solo los niveles de semaforina3f sino también los niveles de expresión del gen del 
IFNβ. Estos aumentos de expresión sugieren que la terapia génica , por un lado, 
podría participar modulando procesos neurorregenerativos como la 
remielinización, facilitando la migración de los OPCs hacia el tejido dañado, y por 
otro, podría potenciar los efectos antiinflamatorios y neuroprotectores descritos 
para el IFNβ, al aumentar su expresión. Estos resultados corroboran los de otros 
autores que, tras la terapia génica, observan un efecto neuroprotector ejercido a 
través de la liberación de factores neurotróficos y fenómenos de remielinización 
en las zonas lesionadas [322,349]. 
La ausencia de cambios en la expresión del resto de los genes estudiados 
tras las terapias evaluadas, podría deberse, al menos en parte, a factores como el 





momento del curso clínico en el que se realizó el sacrificio y la obtención de 
tejido analizado o, incluso, al número del tamaño muestral.   
Modelo EAE-RR. 
Como se ha comentado anteriormente, la EAE remitente-recurrente (EAE-
RR) mimetiza uno de los cursos clínicos más frecuentes en los pacientes con EM. 
La cepa de ratón más comúnmente utilizada para su desarrollo es la SJL/JCrl 
[205,392]. Es un modelo complejo y difícil de desarrollar, pero de gran utilidad en 
el estudio de los mecanismos subyacentes a los períodos de brotes y remisiones.  
La reproducibilidad del modelo desarrollado en nuestro laboratorio se puso 
de manifiesto con los animales control, tratados con suero salino. Entre los días 
10 y 11, en los animales inmunizados comenzó la sintomatología iniciándose el 
primer brote, que alcanzó valores máximos (pico del brote) de SC en 3-4 días, 
aproximadamente. Al brote le siguió un periodo de remisión sintomatológica 
notable y, aproximadamente 20-25 días después, los animales sufrieron un 
segundo brote, en el que el déficit neurológico aumentó considerablemente.  
El tratamiento con IFNβ fue efectivo disminuyendo la gravedad del curso 
clínico de la enfermedad, representado por una reducción de los valores de SC 
acumulativo y SC máximo en los animales que recibieron el inmunomodulador al 
compararlos con los animales control. También se apreciaron diferencias 
significativas en cada uno de los brotes; no solo en la disminución de la duración 
de cada brote sino también en un descenso significativo del  SC medio alcanzado 
en cada uno de ellos. 
En este modelo, el efecto del tratamiento sobre la inflamación y el daño 
tisular inducidos en la zona lumbar de la médula espinal se determinó en el pico 
del segundo brote, momento del curso clínico en el que los animales fueron 
sacrificados y se les extrajo el tejido. Está descrito que en los brotes predominan 
los fenómenos inflamatorios y que, con el tiempo, la neurodegeneración 
aumenta, a medida que disminuye la inflamación [144,374]. En los animales que 
recibieron IFNβ, aunque no se observó un efecto sobre la población microglial 
activada, sí se indujo un claro descenso del número de infiltrados perivasculares 
en comparación con el elevado número encontrado en los animales tratados con 




salino. Estos resultados indican de nuevo el papel inmunomodulador del IFNβ, 
cuyos mecanismos de acción han sido detallados anteriormente [246,377-
380,393].  
Además, el fármaco aumentó significativamente el número de OPCs Ol ig2+, 
disminuyó el área total desmielinizada y aumentó ligeramente el número de 
neuronas NeuN+, sugiriendo que el IFNβ no sólo protegería de lesión a los axones 
y a OLs (neuroprotección) sino que también facilitaría procesos como la 
diferenciación a OLs maduros e, indirectamente, la remielinizacion 
(neurorregeneración).  
El efecto neuroinmunomodulador del IFNβ tampoco se reflejó en 
variaciones de los niveles de expresión de ninguno de los  genes analizados en el 
SNC de estos animales. Las posibles explicaciones de estos resultados podrían ser 
las mismas que las que apuntamos para el modelo de EAE-CP pero, en cualquier 
caso, ponen de manifiesto que son necesarios nuevos experimentos, con otros 
protocolos o ensayos más adecuados, para determinar los efectos del fármaco 
sobre la expresión de determinados genes en el SNC.  
En cuanto a la terapia celular, hasta donde conocemos, este ha sido el 
primer estudio que describe la eficacia de la terapia autóloga con SJL -AdMSCs 
transplantadas en ratones con EAE-RR inducida [204], así como el uso de AdMSCs 
como terapia alogénica y génica en este modelo.  Algunos autores han descrito la 
capacidad inmunomoduladora de la terapia autóloga con BM-MSCs de humanos 
en modelos EAE-RR [309]. Otros, como Gerdoni y cols., describieron las 
propiedades inmunomoduladoras de la terapia alogénica con BM -MSCs aisladas 
de ratones C57, en modelos de EAE-RR inducida en ratones SJL [315]. O como Xu y 
colaboradores, cuyos estudios describe cómo la terapia génica combinada con el 
transplante con BM-MSCs mejora la EAE en estos modelos  [394]. Sin embargo, 
nadie ha presentado una descripción de estudios preclínicos con transplantes 
autólogos, alogénicos o terapia génica con AdMSCs en modelos RR como el que 
presentamos en este trabajo.  
Los resultados mostraron que, tras terapia autóloga los síntomas tanto en 
el primer brote como en el segundo, duraron menos tiempo en los animales 





durante estos dos periodos fue significativamente menor cuando se compararon 
con los ratones control. El transplante celular también redujo significativamente 
el SC máximo y el SC acumulativo, induciendo una EAE menos agresiva en estos 
animales. Estos resultados corroboran, una vez más, la eficacia c línica de las 
AdMSCs en los modelos de EAE [250,363]. 
El análisis neuropatológico de la médula espinal confirmó que la mejora 
clínica se acompañó de una reducción del número de infiltrados y de la activación 
de la población microglial en comparación con los animales control. Estos 
resultados sugieren que esta terapia podría jugar un papel importante en los 
mecanismos fisiológicos que tratan de frenar los procesos inflamatorios inducidos 
por la enfermedad. Además, se observó un aumento el número de OPCs Olig2+ y 
una disminución notable del área desmielinizada de la médula espinal, indicando 
que esta terapia también podría intervenir en la neutralización de los procesos 
neurodegenerativos, característicos de la progresión a largo de plazo de este 
modelo de EAE-RR. La disminución de los niveles de expresión de la caspasa3 
encontrada en el SNC de estos animales sugiere que, al menos parte de los 
mecanismos por los que esta terapia ejerce sus efectos, podrían estar 
relacionados con la inhibición de la apoptosis celular y el daño neuronal  [395] en 
el SNC. 
Tal y como esperábamos, la terapia alogénica en este modelo (con C57-
AdMCs) mostró una eficacia muy similar a la autóloga. En los an imales que la 
recibieron, indujo una EAE de curso clínico moderado, con una clara disminución 
de la duración y de la agresividad de los brotes, y de los SC máximo y 
acumulativo. Además, se observó una disminución de la inflamación y de los 
procesos neurodegenerativos en el segundo brote, analizados por la medición de 
los distintos parámetros en la médula espinal. Por otro lado, se observó un 
incremento del nivel de expresión de Foxp3 en el SNC con respecto al resto de los 
tratamientos, sugiriendo que esta terapia podría modular la población de células 
Treg, que contribuyen al mantenimiento del equilibrio de las vías pro y 
antiinflamatorias y/o al aumento de la supresión periférica de linfocitos T 
autorreactivos [367,383]. 




El background genético de las células utilizadas para la terapia génica 
(AdMSCs-IFNβ) suponía un transplante autólogo en el modelo de EAE-RR. Los 
animales que recibieron esta terapia experimentaron una EAE más moderada que 
los animales control, mostrando una reducción tanto en la gravedad como en la 
duración de los brotes, y de los valores alcanzados del déficit neurológico. Cabe 
destacar que los valores absolutos determinados de cada parámetro indicaron 
una reducción mayor aún que la observada tras el tratamiento con células 
autólogas sin transducir y alogénicas, lo que sugeriría que la inserción del gen del 
IFNβ podría estar contribuyendo de algún modo a aumentar el efecto de las 
AdMSCs en la modulación del curso clínico de la EAE y, por tanto, su eficacia 
terapéutica.    
Tanto la inflamación como la neurodegeneración disminuyeron 
significativamente tras la terapia génica, reflejada en la disminución de los 
infiltrados de células T y de la microglía activada, y una reducción del área 
desmielinizada en la médula espinal. Estos resultados son similares a los 
obtenidos con el resto de las terapias, por lo que no permiten dilucidar si estos 
efectos son debido al IFNβ transportado y producido, o a las propiedades 
neuroinmunomoduladoras propias de las células mesenquimales.    
El análisis de expresión génica del SNC mostró un incremento de expresión 
de caspasa3 en animales que recibieron la terapia génica, indicadora de 
apoptosis. Este aumento no se correlaciona con el efecto neuroprotector de la 
terapia génica que sugieren otros resultados contundentes, por lo que lo 
atribuimos a una medición puntual, en un momento clave del estado inflamatorio 
(pico del segundo brote), en el que los procesos fisiopatológicos pro y anti 
inflamatorios aparecen simultáneamente.  
El aumento de la expresión del gen del IFNβ observado en estos animales 
sugiere que la terapia favorece el efecto inmunomodulador, neuroprotector y 
neurorregenerador descrito para esta ck. Además,  aumentó la expresión del gen 
del IFN-γ, lo que está descrito que favorece la efectividad de la acción reguladora 
del IFNβ en la EAE y potencia la actividad inmunomoduladora e inmunosupresora 





suponer un mecanismo de acción por el que la terapia génica ejerce sus efectos 
beneficiosos en la EAE-RR. 
Finalmente, se observó un incremento de los niveles de expresión de la 
molécula VCAM1. Esta molécula está implicada principalmente en la migración 
celular, favoreciendo el paso a través de la BHE de un mayor número de células al 
SNC. Así el aumento de VCAM1 beneficiaría la entrada de células madre al SNC, 
entre ellas las AdMSCs-IFNβ, donde podrían ejercer sus acciones 
neuroinmunomoduladoras. Por otro lado, estudios recientes han demostrado que 
el aumento de la expresión de VCAM1 en células madre neurales regula procesos 
de neurogénesis adulta [397-398], por lo que este resultado también indicaría 
que la terapia génica protegería, aunque de forma indirecta, a la población 
neuronal. 
Todos los resultados discutidos hasta ahora corroboran, una vez más, la 
eficacia terapéutica de las AdMSCs en modelos de EAE, en transplantes autólogos 
y alogénicos, y complementan nuestros resultados previos demostrando que las 
AdMSCs derivadas de las 2 cepas de animales no presentan diferencias 
significativas entre ellas, ni biológicas ni funcionales. Además, la terapia génica 
desarrollada en este trabajo muestra una eficacia terapéutica similar a la descrita 
para las terapias celulares.  
Es importante tener en cuenta que los modelos de EAE-CP y EAE-RR no 
pueden compararse debido a los diversos procesos patológicos determinados por 
los diferentes cursos clínicos, como se ha demostrado por las diferencias 
encontradas en diversos datos, como los valores absolutos de los SC máximos y 
acumulativos, las áreas totales de las zonas desmielinizadas, etc, obtenidos a 
partir de animales de control. Por ello, tampoco se ha comparado la eficacia de 
cada terapia entre los dos modelos. No obstante, podríamos establecer que los 
trasplantes de AdMSCs y génicos son eficaces en la modulación de los dos 
modelos, posiblemente a través de mecanismos basados principalmente en la 









En la actualidad, se postula que la eficacia de las  terapias basadas en MSCs 
depende, al menos en parte, de su capacidad de migrar hacia y anidar en los 
tejidos específicos en los que se necesitan, donde ejercerían su función 
reparadora diferenciándose a células propias del tejido o bien, indirectamente, 
mediante la liberación de factores tróficos que creen un microambiente 
apropiado para la activación de mecanismos endógenos de reparación [399].  
Está descrito que existen diversos factores que alteran la capacidad de 
migración de las células madre. Se ha demostrado que, entre otros, la expansión 
ex vivo de las MSCs disminuye la capacidad de migrar y anidar de las células   
[400-401] lo que supone una desventaja importante ya que la terapia celular 
requiere de la expansión en cultivo de las células. Por otro lado, cada vez son más 
los trabajos que señalan que el daño tisular y la inflamación favorecen la 
capacidad de migración de las MSCs hacia el órgano diana. Las células expresan  
una amplia variedad de integrinas, receptores de factores de crecimiento y 
quimioquinas, que favorecen su respuesta a los factores quimiotácticos liberados 
en dicho tejido dañado [401-403]. 
En nuestro estudio longitudinal, nos planteamos la monitorización de la 
biodistribución de las células (terapia autóloga y génica) por medio de  la 
adquisición de 3 imágenes a distintos tiempos del curso clínico de la enfermedad: 
T1, inicio de sintomatología; T2, pico del brote y T3, cronificación en EAE -CP y 
remisión en EAE-RR. Este protocolo nos permitió registrar, por un lado, las 
diferencias de distribución celular entre animales sanos y con inflamación 
inducida y, por otro, las posibles diferencias en la migración celular de rivadas de 
los distintos estados de inflamación del curso clínico de la EAE.  
Además, la comparación de los resultados obtenidos con las terapias celular 
y génica podría elucidar si la manipulación genética de las AdMSCs modif icaba de 
algún modo la capacidad de migración de las mismas.  
En cuanto a la distribución de las células tras su infusión a los animales,  
nuestros resultados coinciden con los ya descritos por otros autores [404-405]. 





independientemente de si fueron administradas a animal sano o enfermo, se 
acumularon preferentemente en pulmón, y permanecieron allí al menos 24h.  
Una semana después (T2), la señal bioluminiscente apareció en áreas más 
extensas, correspondientes a las zonas de hígado y bazo, principalmente, 
indicando una amplia biodistribución celular, lo que pone de manifiesto la 
conocida capacidad de migración de las células mesenquimales  [401,404,406]. En 
todos los grupos experimentales esta distribución fue aparentemente mayor en 
animales con EAE que en sanos, donde la adquisición de estas imágenes coincidió 
con el pico del brote En este periodo, frente a otros periodos de la enfermedad 
(cronificación, remisión), predominan los fenómenos inflamatorios en el SNC que, 
como se ha comentado anteriormente, podrían estar enviando señales 
quimiotácticas que fomentaran la migración celular y, por tanto, su movilización 
desde los pulmones. Por tanto, nuestros resultados corroboran los trabajos ya 
publicados y señalados anteriormente [401,405], que sugieren que, en presencia 
de inflamación, las células tienden a migrar con más eficiencia, promovidas 
probablemente porque en el tejido inflamado se expresen receptores o ligandos 
específicos que facilitan dicha movilización. 
También observamos que, en todos los casos, 14 días tras su infusión (T3), 
el área de distribución de las células parecía disminuir  con respecto al área 
observada en las imágenes adquiridas en T2, siendo aparentemente mayor esta 
diferencia tras las terapias autólogas, y en animales sanos. Esta disminución de 
señal podría deberse, en parte, a que las células estén migrando hacia 
órganos/tejidos que nuestro protocolo experimental no nos permita registrar, o 
incluso a que, tras dos semanas implantadas, las células pudieran estar muriendo 
y expulsando el colorante. Por otro lado, en animales con EAE la biodistribución 
celular registrada en T3 podría estar influenciada, además,  por los fenómenos 
fisiológicos existentes en el momento clínico de la adquisición de l a imagen 
(cronificación y remisión, según el modelo de EAE).   
Modelo EAE-CP 
En este modelo cabe destacar que, además de lo descrito, tras la terapia 
génica, las diferencias en la intensidad de la señal emitida por las células y la 
biodistribución entre animales sanos y con EAE-CP inducida fueron mucho menos 




evidentes. Por otro lado, en estos animales se registraron mayor intensidad de 
señal y área de biodistribución celular que con la terapia autóloga, apareciendo 
señal incluso en el SNC, en área de la médula espinal lumbar. Estos resultados 
sugerirían que la manipulación genética para la expresión continuada del IFN β no 
alteraría la capacidad de migración de las células, sino más bien al contrario. Si 
este efecto es producido por la acción local del inmunomodulador o por los 
mecanismos propios de la transducción está aun por elucidar.  
Modelo EAE-RR 
En este modelo es importante señalar que, además de lo descrito, tras 
ambas terapias, en T2 y T3 se registraron una intensidad de señal más elevada y 
una área de biodistribución más amplia que el resto grupos estudiados, indicando 
que tras su salida de los pulmones, estas células se movilizaron hacia zonas 
correspondientes al hígado, al bazo y a la médula, principalmente.  
Por otro lado, en los que recibieron la terapia autóloga se registró también 
señal bioluminiscente en la zona del cerebro, sugiriendo no sólo la migració n de 
las células sino también la infiltración de las mismas hacia el tejido dañado. Esta 
señal no se identificó en animales con EAE tras la  terapia génica. Con estos 
resultados preliminares no es posible concluir que la manipulación genética o la 
expresión constitutiva de IFNβ disminuyeran la capacidad de migrar de las 
AdMSCs, ya que, conociendo los trabajos anteriores de la capacidad de migración 
celular y anidamiento en tejidos dañados [302,307,323,402] no se podría 
descartar que, tras un seguimiento más prolongado, aumentara el porcentaje de 
células circulantes que infiltraran al SNC y se registrara alguna señal de las 
mismas en el cerebro.   
En resumen, nuestros resultados preliminares del estudio de migración no 
son concluyentes, e indican que las células transplantadas no se localizan 
principalmente en SNC. Por tanto, los efectos clínicos de la terapia celular en 
animales con EAE, los efectos inmunoreguladores y neuroprotectores que nos 
sugiere el análisis histopatológico de la médula espinal lumbar así como la 
modificación de la expresión de ciertos genes relacionados con la 





podríamos explicarlos por un efecto directo de las células madre sobre el tejido 
inflamado y dañado, por su migración, infiltración y anidamiento en dichos 
tejidos, ni por su transdiferenciación a células neurales in situ.  
Sin embargo, estos resultados coinciden con los reportados por otros 
autores como Barbash y cols., que describen efectos terapéuticos de MSCs, 
administradas sistemicamente, sobre un tejido dañado pero que se encuentran 
ausentes o se localizan en un muy bajo porcentaje en dicho tejido [405,407]  .  
A pesar de que autores como Zhang y cols., entre otros muchos 
[250,403,408], hayan descrito la entrada de MSCs al SNC tras la inflamación 
inducida por EAE, cada vez es mayor la controversia sobre si el anidamiento de las 
células administradas en el tejido específico dañado es absolutamente necesario 
para ejercer su función reparadora e inmunomoduladora [401]. Muchos son los 
estudios emergentes que demuestran que el efecto terapéutico de las MSCs no es  
debido a la reparación del daño mediante la regeneración in situ de neuronas u 
oligodendrocitos, o por la transdiferenciación a células neurales, sino más bien 
por la modulación, central o periférica, del ataque autoinmune a la mielina 
[315,328]. 
En este contexto, cada vez toma más fuerza la hipótesis que sugiere que los 
efectos inmunomoduladores in vivo de las AdMSCs son mediados por la secreción 
de factores bioactivos (quimioquinas, factores de crecimiento) o de vesículas 
extracelulares, que ejercerían su función inmunomoduladora, neuroprotectora e 
incluso remielinizante y neurorregeneradora [250,309,409], por vía paracrina 
[410-413]. Diversos estudios demuestran que el medio condicionado de las MSCs 
(el sobrenadante del cultivo, concentrado) es igual de eficaz que la terapia celular 
en diversos modelos experimentales [410,412]. Entre los múltiples factores 
solubles que podrían ejercer las funciones de las AdMSCs se incluyen  la 
prostaglandina E2 e IL6 [414], indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO) [415], el factor 
de crecimiento de hepatocitos [416], y el factor inhibidor de la leucemia [417], 
entre otros. Estos estudios han demostrado, además, que la inhibición específica 
de cada uno de estos factores anula los efectos inmunoreguladores de las AdMSC.  
En cualquier caso, incluso si el efecto es principalmente paracrino o 
mediado por las vesículas extracelulares, la migración de las MSCs en sí puede 




jugar un papel importante, ya que la liberación de estos factores  o de las 
vesículas en las proximidades de las zonas lesionadas o inflamadas les otorgaría 
un papel más relevante en la homeostasis y la reparación de los tejidos.  
Por tanto, nuestros resultados apoyarían la idea de que el principal 
mecanismo por el que las células transplantadas mejorarían el déficit neurológico 
sería promoviendo la formación de un microambiente adecuado, mediante 
mecanismos paracrinos, en el que se potenciarían los procesos antiinflamatorios y 
de reparación endógenos, e inducirían la movilización de las células madre 
neuronales para la reparación del tejido dañado.  
Por otro lado, con la terapia génica quisimos utilizar las AdMSCs como 
vehículo para llevar un agente terapéutico (IFNβ) hasta el tejido lesionado (SNC). 
La comparación con los resultados de migración obtenidos con la terapia celular 
demostró que la manipulación genética no disminuyó la capacidad de migración 
de las células.  
Las imágenes adquiridas en T2 y T3 muestran que estas células 
transfectadas podrían localizarse en la zona de la médula espinal,  aunque no de 
forma prioritaria. Una posible explicación podría estar relacionada con la 
conocida función reparadora de la BHE del IFNβ [230-235]; al aumentar su 
biodisponibilidad por la expresión constitutiva de su gen, podría ejercer esta 
función reparadora en mayor medida, lo que podría explicar, al menos en parte, 
la disminución de infiltrados proinflamatorios al SNC y, por tanto, de las propias 
células que transportan el fármaco.  
Estos datos no se correlacionan con otros, como los de Ryu y cols. [322], 
que describen que células mesenquimales derivadas de médula ósea de humanos 
modificadas genéticamente para expresar el gen del IFNβ, migran al cerebro y la 
médula espinal de estos animales. Las diferencias en los resultados pueden 
deberse a los distintas especies y tejidos de origen de las MSCs, a los distintos 
momentos de administración de las terapias e, incluso, a los distintos  momentos 
de monitorización de la migración de las células.  
 Por tanto, nuestros datos de migración apoyarían más la explicación de 
que los efectos terapéuticos y neuroinmunoduladores obtenidos tras la terapia 





indirectos; a través de la inmunomodulación periférica, o mediante la liberación 
de factores solubles de efecto paracrino, como se ha comentado anteriormente.  
Aunque con el análisis de los datos realizado no podemos determinar q ue 
en los efectos terapéuticos de esta terapia se reflejan la sinergia de los 
mecanismos de acción de las AdMSCs y del inmunomodulador secretado, sí que 
podemos concluir que la modificación genética de las células y la producción 
































1. Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de ratones d e 
la cepa SJL/JCrL (SJL-AdMSCs) aisladas, cultivadas y expandidas bajo nuestras 
condiciones experimentales, cumplen los criterios mínimos determinados 
para ser consideradas células madre mesenquimales.  
 
2. Las SJL-AdMSCs presentan eficacia clínica y efectos 
neuroinmunomoduladores al ser utilizadas como trasplantes autólogos y 
alogénicos en animales con EAE inducida de curso remitente-recurrente (EAE-
RR) y crónico-progresivo (EAE-CP) respectivamente, similares a los 
ampliamente descritos para las AdMSCs derivadas de ratones C57BL/6.  
 
3. Las SJL-AdMSCs constituyen una población apta para dar soporte  al 
desarrollo de la terapia génica, ya que la alteración de su material genético 
por la inserción del gen del IFNβ (AdMSCs-IFNβ) no supone la modificación de 
sus propiedades biológicas ni funcionales en estudios preclínicos con 
modelos de EM. 
 
4. Las AdMSCs-IFNβ, desarrolladas según nuestros protocolos experimentales, 
conforman una línea de células mesenquimales de crecimiento estable, y que 
produce elevados niveles de IFNβ de forma constitutiva , detectables hasta 
48h post-siembra. 
 
5. Los transplantes de AdMSCs-IFNβ son eficaces como tratamiento terapéutico 
en animales con EAE-RR y EAE-CP, modulando tanto la sintomatología como 
los procesos inflamatorios y neurodegenerativos propios de la enfermedad. 
Sin embargo, estos resultados no permiten discriminar si los e fectos 
observados son debidos a las propiedades del inmunomodulador secretado, a 
las propias células mesenquimales o a la acción conjunta de ambos.  
 
6. La migración celular de las AdMSCs autólogas se potencia por los estados de 
inflamación activa en ambos modelos de EAE, mostrando una amplia 
biodistribución celular. La localización prioritaria fue inicialmente en 




pulmones y, posteriormente, en zonas de órganos linfáticos, como hígado y 
bazo, y del SNC a nivel de la médula espinal.  
 
7. La señal bioluminiscente de las AdMSCs-IFNβ en el modelo EAE-CP es mayor 
que la emitida por las células de la terapia autóloga. Sin embargo, la 
migración de las células transfectadas no aparece fuertemente influenciada 
por los procesos inflamatorios. En el modelo de EAE-RR estas diferencias 
entre terapias son incluso más moderadas. Las áreas donde se registra señal 
son similares a las de las células autólogas, apareciendo principalmente en 
zonas correspondientes a pulmones, hígado, bazo y médula espinal, a lo largo 
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Descripción detallada de los marcadores y genes utilizados en los distintos 
experimentos que se describen en este trabajo de investigación. 
 
 Marcadores de membrana analizados por citometría de flujo: 
 Estromales: 
  Anti-CD106 ó Anti-VCAM-1 (IgG2a, κ. rata-FIT). Proteína de membrana 
presente en la mayor parte de los tejidos y en células madre mesenquimales 
[373]. Está implicada en la adhesión y extravasación celular y en fenómenos 
inflamatorios, siendo el principal mediador de la respuesta inflamatoria.  
 Anti-CD44 (IgG2b, κ. rata-APC.): glicoproteína de membrana presente 
en células linfoides, epiteliales y en células madre mesenquimales [302]. 
Funciona como receptor de hialuronato y osteopontina y está implicada en la 
adhesión célula-célula y célula-matriz extracelular. 
 Anti-CD90.2 o Thy-1.2 (IgG2a, κ. rata-FIT): proteína fuertemente 
glicosilada presente en fibroblastos, timocitos y células madre 
mesenquimales. Se postula que está relacionada con la interacción célula-
célula y célula-matriz, con el crecimiento de neuritas y regeneración neuronal  
[418]. 
 
 Hematopoyéticos [419-421]: 
 Anti-CD34 (IgG2a, κ. rata-PE): glicoproteína de células hematopoyéticas 
en fase temprana de maduración y en el tejido asociado al sistema vascular. 
Es una molécula de adhesión que se une a la L-selectina (presente en 
linfocito T) permitiendo la extravasación y la migración celular.  
 Anti-CD14 (IgG1, κ. rata-APC-Cy7): Receptor de membrana de células 
mielomonocíticas. Su función es el reconocimiento y unión de estructuras 
asociadas a patógenos. 
 Anti-CD45 o Ag leucocitario (IgG2b. rata-APC): proteína tirosín 
fosfatasa presente en todas las células hematopoyéticas, y en linfocitos B y T. 
Juega un papel importante en la regulación de la diferenciación celular.  
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 Marcadores utilizados en las pruebas inmunohistoquímicas: 
 CD3: antígeno propio del sistema inmune de mamífieros, presente en  
la membrana de linfocitos T. Por lo tanto, se utiliza como marcador de células 
T proinflamatorias.  
 Olig2: proteína presente en células precursoras de oligodendrocitos 
(OPCs), oligodendrocitos maduros y motoneuronas. Ensayos in vitro e in vivo 
demuestran que su sobreexpresión en OPCs provoca un aumento de la 
diferenciación a oligodendrocitos maduros, lo que da lugar a fenómenos de 
mielinización precoz. Además, el aumento funcional de este factor de 
transcripción favorece no solo la diferenciación a OLs mielinizantes sino 
también un aumento de la migración de los precursores. En enfermedades 
como la EM, se observa un aumento en la expresión de OLIG2 en OLs 
maduros en respuesta a fenómenos de desmielinización, que predominan en 
los bordes de las lesiones activas [422].  
 NeuN: marcador de la proteína nuclear NeuN específica de neuronas.  
 Iba1: es la proteína de unión a calcio específica de microglía y  
macrófagos (del inglés "Ionized calcium binding adaptador molecule 1"). Se 
utiliza como marcador de microglía activada en el SNC.  
 MBP: es la denominada proteína básica de mielina, presente en las  
vainas de mielina en las que otorga soporte estructural al interaccionar con 
los lípidos de membrana. Se utiliza como estimador del grado de 
mielinización. 
 
 Genes analizados mediante RT-PCR clasificados según funcionalidad: 
 Migración celular: 
 gen Sema3f: expresa la proteína semaforina 3f, implicada en la 
organización del citoesqueleto y los filamentos de actina. Además, se encarga 
de dirigir la migración de las células neurales en el desarrollo, la conducción 
axonal y la formación de conexiones nerviosas, así como el control de la 
migración de OPC en EM [394]. 
 gen VCAM1: da lugar a moléculas de adhesión vascular celular tipo 1, 
implicadas en la extravasación celular a través del tejido endotelial, 




propiciando el reclutamiento de leucocitos hacia el SNC y su retención en el 
parenquima durante los periodos de brote en EM. Un aumento de VCAM1, 
detectado por RM, puede ser un indicador de la presencia de lesiones 
preasintomáticas  [406].  
 Marcador de inflamación: 
 gen CD74: da lugar a la proteína de membrana celular CD74, implicada 
en la presentación antigénica (presente tanto en células con CMH de clase I 
como de clase II). Su activación provoca una cascada de señalización que 
culmina con la regulación a la alta de la supervivencia y proliferación de 
células B maduras, además de potenciar la síntesis de cks proinflamatoria 
tras entrar en contacto con su ligando [407-408]. 
 Gen de la IL17: expresa la citoquina proinflamatoria IL17, producida 
por los linfocitos T CD4+ tipo Th17, responsable, entre otros, de promover el 
paso celular al SNC a través de la BHE, contribuyendo a los procesos 
inflamatorios y a la autoinmunidad [409]. 
 Gen SPP1: da lugar a la proteína osteopontina (OSP) que, tiene entre 
sus funciones, regular al alza la expresión de IFNγ e IL12 y reducir la 
producción de IL10, favoreciendo la activación de la vía proinflamatoria Th1. 
En pacientes de EM se registran niveles elevados de osteopontina en el LCR 
[410]. 
 Modulación de la respuesta inmune: 
 Gen del IFNβ: expresa la glicoproteína IFNβ, cuya función 
inmunomoduladora e inmunosupresora de la respuesta inmune tiene en la 
actualidad un papel muy relevante en el tratamiento de enfermedades 
autoinmunes (ver apartado 9).  
 Gen IFNAR2: codifica para la subunidad transmembrana IFNAR2c que, 
junto con la subunidad 1 (IFNAR1), conforman el receptor activo del IFNα e 
IFNβ [411]. 
 Gen del IFNγ: El IFNγ es una citoquina que actúa como agente antiviral 
e inmunoregulador, y participa de forma activa en enfermedades nerológicas 
de origen autoinmune, como la EM. Causa distintos efectos según el 
momento de la enfermedad; en etapas tempranas tiene efecto 
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proinflamatorio, aumenta la expresión del CMH e inicia la muerte de 
oligodendrocitos. En estapas crónicas de la enfermedad, la señalización que 
ejerce sobre los astrocitos tiene un papel protector, antiinflamatorio, 
disminuyendo la desmielinización, la degeneración axonal  y la activación 
astrocitaria [423]. 
 Gen FoxP3: da lugar al factor de transcripción FoxP3, principal 
marcador molecular de la subpoblación de células reguladoras T CD4+, que 
participa directamente sobre la función de estas células Treg, controlando su 
desarrollo y modulando su actividad como principales responsables de la 
regulación de la respuesta inmune [413-414] 
 Gen de la IL4: expresa la citoquina IL4, cuya función, principalmente 
antiinflamatoria, actúa en mútilples niveles; Inhibe a macrófagos act ivados y 
la secreción de mediadores proinflamatorios.  Por otro lado, es capaz de 
activar la proliferación y diferenciación de linfocitos B, induciendo la 
expresión de las moléculas del CMH clase II de células B en reposo y la 
producción de Acs. Es un potente inhibidor de la apoptosis celular [89]. 
 Daño neuronal y regeneración: 
 Gen PDGFA: Expresa el factor de crecimiento alpha derivado de 
plaquetas (del inglés "Platelet-Derived Growth Factor Alpha"), el cual es 
requerido para un desarrollo oligodendrocitario normal y una correcta 
formación de la mielina en la médula espinal y cerebelo. Además, es un 
potente mitógeno para células de origen mesenquimal [415] . 
 Gen CSPG4: codifica para el condroitín sulfato proteoglicano 4, 
también conocido como Ag neuro-glial 2 (NG2, del inglés "neuron-glial 
antigen 2"). Es un marcador que está presente en algunas células OPCs, en 
los que cumple una doble función tras un daño en el SNC; por un lado, lleva a 
cabo rápidos y eficientes procesos de remielinización, tras la transformación 
de las OPCs en OLs maduros, y ayuda en la formación de la cicatriz glial 
mediante proliferación celular, impidiendo que se expanda la inflamación y el 
daño al tejido sano. Pero por otro lado, contribuye de forma negativa, ya que 
su acumulación (daño crónico) dificulta el crecimiento de neuritas, los 
procesos de remielinización y la regeneración axonal [416-417]. 




 Gen Olig2: codifica para el factor de transcripción Olig2 [418-419], 
detallado anteriormente en este anexo.  
 Gen de la Caspasa3: da lugar a la expresión de la proteína caspasa3, 
responsable de la vía de señalización de apoptosis celular, necrosis e 
inflamación [396]. 
 Gen de referencia: 
 Gen de la Beta actina: codifica para la beta actina, una proteína 
altamente conservada que se expresa en todas las células eucariotas. Da 
soporte mecánico a las células y forma parte de las uniones célula -célula y 
célula-matriz extracelular. Está involucrada en fenómenos de motilidad 
celular [420], la reorganización del citoesqueleto [424], la migración y el 
crecimiento celular [422]. No se utilizó como marcador específico de los 
procesos autoinmunes de la EM, si no como control para la normalización de 
los niveles de expresión de los genes de estudio.  
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